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MECANISMOS  MOLECULARES  ASOCIADOS  A LA ENTRADA DE  HCO 3- DURANTE  LA
CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA HUMANA
Los espermatozoides de mamíferos no pueden fecundar al ovocito a menos que adquieran capacidad
fertilizante  durante  la  migración  por  el  tracto  reproductor  femenino.  Este  proceso,  denominado
capacitación, consiste en una serie de complejos cambios celulares y bioquímicos. La capacitación
puede llevarse a cabo in vitro, incubando los espermatozoides en un medio definido que contenga al
menos tres factores que son muy abundantes en el tracto genital femenino: Ca++, HCO3– y albúmina.
Dentro de los cambios bioquímicos que se dan durante este proceso, puede mencionarse la reducción
del contenido de colesterol que resulta en una disminución en la rigidez de la membrana plasmática y
re-arreglos y/o modificaciones en el contenido de lípidos y proteínas de membrana. Estas alteraciones
en las propiedades de la membrana plasmática quizá expliquen a su vez el aumento en la entrada de
Ca++y HCO3– durante la capacitación. Estos iones activan a la adenilato ciclasa soluble ADCY10 y
causan el consiguiente aumento de AMPc y la activación de PKA. Aparte de activar a la ADCY10, la
entrada de HCO3– causa un aumento en la diferencia de potencial de membrana (hiperpolarización),
dependiendo de la presencia de K+ y Na+ en el medio externo, y también contribuye al aumento del pHi
durante la capacitación. 
En cuanto a los cambios fisiológicos que ocurren en la capacitación, el espermatozoide adquiere la
capacidad  de  sufrir  la  exocitosis  acrosomal,  en  el  se  liberan  enzimas  hidrolíticas  y  se  exponen
moléculas necesarias para su fusión con el ovocito. También el espermatozoide desarrolla movilidad
hiperactivada, el cual es un patrón de movimiento que le permite la penetración de medios viscosos y
de la zona pelúcida. Los cambios fisiológicos mencionados se encuentran relacionados con la entrada
de HCO3– a la célula.
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RESUMEN 
En este trabajo estudiamos los mecanismos moleculares asociados con la entrada de HCO3– en el
espermatozoide  humano.  Planteamos que cuando  los  espermatozoides  entran en contacto  con  el
plasma seminal  existiría  un  ingreso  rápido  de  HCO3– a  través  del  transportador  Na+/HCO3– NBC,
produciendo la activación basal de PKA. Sin embargo en el plasma seminal hay otros factores que
contribuyen  a  reprimir  una  capacitación temprana.  Dilucidamos  que la  presencia  de proteínas del
plasma seminal  sería  el  principal  mecanismo de control  en  la  regulación de AMPc/PKA.  Nuestros
resultados coinciden con que esta inhibición de las proteínas del plasma seminal se encuentra a nivel
de PKA. De esta manera, los espermatozoides se preparan para la entrada al tracto femenino, a la vez
que se impide la activación temprana de la vía de señalización mediante el efecto de las proteínas del
plasma seminal . 
Una vez que los espermatozoides ingresan al tracto femenino, la remoción de las proteínas del plasma
seminal permite el avance rápido de los eventos que ocurren durante la capacitación. En esta fase
también ocurrirá la entrada sostenida de HCO3– mediada por el canal de Cl-,  el  CFTR. Este canal
acopla su funcionamiento al  de otros canales como los SLC,  de los cuales hemos demostrado la
presencia de los SLC26A3, SCL26A6 y SCL26A8. El funcionamiento del CFTR es fundamental para la
activación sostenida de PKA y la progresión de los eventos relacionados a su actividad, tales como la
regulación del potencial de membrana, el aumento de pHi, la fosforilación de sustratos en tirosina, la
movilidad hiperactivada, y la exocitosis acrosomal. Planteamos que el mecanismo por el cual el CFTR
modula el potencial de membrana sería mediante la regulación del cierre canal de Na+ ENaC. 
En conjunto, estos resultados plantean un modelo acerca de los mecanismos moleculares asociados a
la entrada de HCO3– durante la capacitación que involucra la actividad de los NBC, el CFTR, los SLC26
y el ENaC. Como perspectiva futura, creemos que desde la investigación básica que se realizó en este
trabajo, podría contribuir al desarrollo de blancos no hormonales para la anticoncepción, el diagnóstico




MOLECULAR MECHANISMS ASSOCIATED TO HCO 3- INFLUX DURING HUMAN SPERM
CAPACITATION 
Mammalian sperm require to spend a limited period of time in the female reproductive tract to become
competent to fertilize an egg in a process called capacitation. This process consists in a series of cellu-
lar (hyperactivated motility (HA) and acrosomal exocytosis (AE)) and biochemical changes. Among bio-
chemical changes, HCO3– influx and the consequent activation of PKA, the increase in intracellular pH
and membrane potential (Em) hyperpolarization are explored in this thesis work. We have analyzed
how HCO3– is transported into human sperm. We propose that upon contact with seminal plasma there
is a rapid HCO3– influx through NBC cotransporters. As a consequence, this uptake induce an increase
in the basal PKA activity. In contrast, the presence of seminal plasma proteins (πPS) modulates the ac-
tivation of PKA. Once in the female tract, there is a removal of πPS and a sustained HCO 3– influx me-
diated by CFTR through SLC26. The sustained activation of PKA then modulates changes in pH and
Em, which are essential for HA and AE. 
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ABREVIATURAS POR ORDEN ALFABÉTICO
8-BrAMPc: 8-Bromo adenosín monofosfato-3',5' cíclico 
AMPc: adenosín monofosfato-3',5' cíclico 
AO: Ácido Okadaico
BCECF-AM: (2',7'-Bis-(2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-Carboxyfluorescein, Acetoxymethyl Ester)
BSA: Seroalbúmina bovina
CAP: medio capacitante (HTF)
CASA: Sistema computarizado de análisis del semen (Computer Assi
CHO: colesterol
dbAMPc: 2'-O-dibutiril adenosín monofosfato-3',5' cíclico 
DiSC3 (5): (3,3'-Dipropylthiadicarbocyanine Iodide)
DMSO: dimetil sulfóxido
EA: Exocitosis acrosomal
Em: potencial de membrana 
FIV: Fecundación in vitro
Fx6: fracción número 6 del perfil cromatográfico de FPLC de las proteínas del plasma seminal 
HA: Movilidad hiperactivada
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HTF: medio de incubación Human Tubal Fluid
IBMX: iso-butil-metil-xantina
IP: ioduro de propidio
NC: medio no capacitante (CAP sin BSA ni HCO3–)
ᴓHCO3– :medio no capacitante (CAP sin HCO3–)
PBS: solución tamponada fosfato salino 
pPKA: sustratos fosforilados de PKA
PS: plasma seminal
pY: sustratos fosforilados en residuos de tirosina
SO4CHO: sulfato de colesterol
TK: tirosina quinasas
ZP: Zona pelúcida







La  fusión  entre  el  espermatozoide  y  el  ovocito  es  el  primer  evento  que  ocurre  en  la  vida  de  un
individuo. La fusión de estas dos gametas conlleva a la combinación de dos genomas que dan origen a
un nuevo organismo con características genéticas únicas, que sirven como fuente de variación para
asegurar la preservación de la especie  (Okabe, 2013). La fecundación por lo tanto, es un proceso
crucial  para  todos  los  organismos  de  reproducción  sexual.  Este  proceso  complejo  incluye  la
maduración de los gametos masculino y femenino, la migración del espermatozoide hacia el oviducto,
y concluye con la interacción de estas células. Los espermatozoides de los mamíferos en particular,
deben  residir  un  tiempo  en  el  tracto  femenino  para  poder  fecundar  al  ovocito.  Este  proceso  se
denomina capacitación (Yanagimachi, 1989, 1994a).
Con el objetivo de enfrentar distintos desafíos resulta esencial mejorar nuestro conocimiento sobre la
fisiología del espermatozoide y la fecundación. La Organización Mundial de la Salud considera a la
infertilidad  como  una  enfermedad  que  afecta  al  10% de  las  parejas  en  el  mundo,  cifras  que  se
encuentran  en  constante  aumento.  El  tratamiento  de  la  infertilidad  se  basa  principalmente  en  la
utilización de técnicas de reproducción asistida (TRA). En Argentina se practican anualmente un tercio
del total de los 30.000 tratamientos practicados en América Latina, posicionando a nuestro país como
un referente  en este  campo.  Con  los  avances recientes  en la  legislación y  cobertura  social  para
acceder a estos tratamientos, se estima que este número crecerá al menos un 50% en los próximos 6
años (Nygren  et al.,  2011).  Sin embargo,  es importante destacar que la  tasa de éxito  en TRA es
aproximadamente del 30%. Considerando la relativa baja eficiencia de los tratamientos y su demanda
creciente,  aún  es  necesario  superar  el  desafío  de  perfeccionar  las  técnicas  de  diagnóstico  y








Otros desafíos que se encuentran actualmente en esta área consisten en la  creación de métodos
anticonceptivos masculinos más seguros,  el  mejoramiento de la reproducción de los animales y la
preservación de la biodiversidad (Darszon et al., 2011).
El  trabajo  de esta  Tesis  se  centrará  en el  estudio  de los  eventos  bioquímicos y moleculares  que
ocurren  en  el  espermatozoide  humano  antes  de  la  fecundación.  A  continuación,  se  describen
brevemente  las  principales  características  morfológicas  del  espermatozoide  de  mamíferos  y  los
eventos fisiológicos que ocurren en el estadio previo a su fusión con el ovocito. 
EL ESPERMATOZOIDE
Anton van Leeuwenhoek observó por primera vez espermatozoides en 1678. Inicialmente creyó que
eran animales parásitos que vivían en el semen y que no tenían relación con la reproducción; de allí el
término espermatozoide (σπέρμα: sperma; ζῷον: animal;  εἶδος: con aspecto de).  Años después se
creyó que los espermatozoides contenían un embrión humano preformado en su interior (teoría del
homúnculo; 1694). No fue hasta el año 1824 cuando J. L. Prevost y J. B. Dumas afirmaron por primera
vez que los espermatozoides no eran parásitos sino que estaban asociados a la fecundación (Prevost
y Dumas, 1824). Sin embargo, hubo que esperar hasta el año 1876 para que Oscar Hertwig y Herman
Fol  demostraran  de  manera  independiente  y  fehacientemente  que  la  fecundación  se  daba  como
consecuencia de la unión de los espermatozoides con los ovocitos (Fol, 1876; Hertwig, 1875). 
El  espermatozoide  maduro  es  el  producto  final  del  proceso  de  espermatogénesis.  Este  proceso
consiste en sucesivas rondas de mitosis seguido por una fase de meiosis y una etapa post meiótica de
diferenciación (Yanagimachi, 1994b). Su duración es de alrededor de 2 meses y medio en el humano, y
se va produciendo por oleadas en los túbulos seminíferos del testículo (Fig IG 1 A y B), sin que haya
simultaneidad entre los mismos. Posteriormente las espermátides se diferencian a espermatozoides








IG 1 A Esquema del aparato reproductor masculino del humano, vista general. B Testículos y 
estructuras circundantes. Modificado de Anatomía de Grey, 2da Edición, 2010
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INTRODUCCIÓN GENERAL
 germinal (espermiación) y se dirige a la  rete testis,  donde luego de un breve período entra en el
epidídimo. Una vez allí, el espermatozoide completa su maduración y donde recibe diversas proteínas
(Busso  et al., 2007) a través de estructuras denominadas epididimosomas (Frenette  et al., 2010). El
espermatozoide es una célula haploide terminal diferenciada, es decir que una vez maduro, ya no
sintetiza  nuevas  proteínas  (Darszon  et  al.,  2011).  La  función  principal  de  ésta  célula  altamente
especializada es la de fecundar al  ovocito,  aportando la información genética complementaria a la
gameta  femenina.  Estructuralmente,  esta  célula  posee  características  particulares  asociadas  a  su
función que describiremos en la siguiente sección.
MORFOLOGÍA DEL ESPERMATOZOIDE HUMANO Y FUNCIÓN ESPERMÁTICA 
El espermatozoide de mamífero puede dividirse en dos regiones: la cabeza y el flagelo, las cuales se
encuentran unidas por el cuello  (Fig IG. 2). En el cuello están localizados los centríolos: el centríolo
proximal se sitúa en la parte basal del núcleo y el centríolo distal da origen a los microtúbulos del
axonema. 
La cabeza contiene al acrosoma, al núcleo y un pequeño citoplasma. El núcleo en el humano contiene
la información genética de 23 cromosomas en forma de cromatina altamente condensada gracias a la
presencia de protaminas en vez de histonas. Por esto último, se postula que no habría replicación ni
transcripción en el espermatozoide (Balhorn, 2007). La inactividad transcripcional del núcleo hace que
la gameta masculina sea dependiente de modificaciones post-traduccionales como la fosforilación de
proteínas, de modo de adaptar su función de acuerdo a las necesidades de ambiente. El acrosoma (de
ἄκρος:  extremo σώματος:  cuerpo)  es  un gran gránulo  exocítico,  formado a  partir  de  la  fusión de
vesículas  procedentes  del  aparato  del  Golgi  (Martínez-Menárguez  et  al.,  1996).  Esta  organela  se
encuentra  situada  en  la  parte  anterior  de  la  cabeza,  entre  el  núcleo  y  la  membrana  plasmática.








IG 2 Esquemas de los principales componentes estructurales de dos ejemplos de 
espermatozoides de mamíferos: humano y ratón. Izquierda: La forma de la cabeza y del 
acrosoma son distintas en ambas especies. La cabeza del espermatozoide de ratón tiene  forma 
de hoz, en contraste el del humano que es espatulado. El espermatozoide de ambas especies 
está compartimentado principalmente en cabeza y flagelo. La cabeza incluye el núcleo y el 
acrosoma y se divide en la región acrosomal, ecuatorial y pos-acrosomal . El flagelo posee tres 
regiones definidas: la pieza media, pieza principal y pieza terminal. El annulus separa la pieza 
media de la pieza principal. Derecha Ampliación de la cabeza y de la pieza media del 
espermatozoide humano esquematizado desde dos ángulos diferentes (90° de rotación) de un 
corte transversal El núcleo ocupa la mayor parte del espacio de la cabeza y se encuentra 
rodeado por el acrosoma: hay muy poco citoplasma en estas células. Las mitocondrias se 
localizan rodeando el axonema, estructura que conforma todo el flagelo. En el cuello están 
localizados los centríolos. MP: membrana plasmática. MAI: membrana acrosomal interna. MAE: 



















está formado por componentes solubles y elementos particulados, también conocidos como la matriz
acrosomal (Buffone et al., 2008; Foster et al., 1997; Kim et al., 2001; Westbrook-Case et al., 1994). La
membrana acrosomal externa y la membrana plasmática están en estrecha proximidad (O’Brien et al.,
1994) sin  embargo,  no  hay  interacciones  obvias  entre  estas  dos  estructuras  hasta  que  el
espermatozoide es estimulado de modo de realizar un único proceso de exocitosis que se describirá en
las secciones siguientes (Buffone et al., 2014a; Hirohashi, 2016; La et al., 2016). El flagelo consta de
cuatro partes; el cuello (de 0,5-1 μm), la pieza media (de unos 4 o 5 μm de longitud), pieza principal (de
35-50 μm) y pieza terminal (4 o 5 μm)  (O’Brien  et al.,  1994). Dentro del flagelo se encuentra una
estructura central de microtúbulos que componen el axonema, rodeado de fibras densas exteriores que
se extienden desde el  cuello  a la  pieza principal.  El  axonema está formado por dos microtúbulos
centrales rodeados por nueve dobletes de microtúbulos dispuestos en orden (estructura “9+2”), que se
extiende a lo largo de todo el flagelo y está rodeado por 9 fibras densas no contráctiles. Defectos en
estas fibras determinan espermatozoides de morfología anormal y conducen a la infertilidad. Los pares
externos  de  microtúbulos  son  unidades  que  contienen  espigas  radiales,  complejos  reguladores  y
dineínas,  siendo  estas  últimas  ATPasas  que  producen  la  fuerza  motriz  necesaria  para  que  el
espermatozoide se desplace (Lishko et al., 2012). El axonema se encuentra rodeado de fibras densas
exteriores que se extienden desde el cuello a la pieza principal. En la pieza media se localizan las
mitocondrias que contribuyen a la generación de energía, la cual es muy importante en estas células
para el mantenimiento de los procesos fisiológicos como los que se escriben más adelante. La pieza
principal  constituye los  dos tercios  del  flagelo,  con una  longitud de  35-45 μm dependiendo de la
especie de mamífero, y está definida por la presencia de una vaina fibrosa que rodea a las fibras
densas y al axonema. En cambio, la pieza terminal está compuesta solo de axonema donde los túbulos









Como  se  mencionó  anteriormente,  la  maduración  espermática  ocurre  en  el  epidídimo  e  implica
principalmente una serie de cambios en la membrana plasmática del espermatozoide. Durante este
proceso, se produce una reorganización lipídica y proteica que le confiere al espermatozoide nuevas
propiedades  antigénicas,  además  de  adquirir  la  movilidad  activada  progresiva  necesaria  para  la
fecundación (Yanagimachi, 1994b). El epidídimo es un conducto único con muchas circunvoluciones,
que cubre el borde posterior del testículo (Fig. IG 1 A). Convencionalmente, si bien no existen límites
anatómicos definidos, el epidídimo se divide en tres regiones principales según su proximidad con el
testículo: caput o cabeza (región más próxima al testículo), corpus o cuerpo (región media) y cauda o
cola  (región  distal  al  testículo)  (Fig.  IG  1  B). Aunque  no  todos  los  espermatozoides  adquieren  la
capacidad fecundante simultáneamente, la gran mayoría obtiene el potencial de fecundar al llegar al
cauda epididimario (Yanagimachi, 1994b).
EYACULACIÓN Y COMPONENTES DEL PLASMA SEMINAL
Los espermatozoides son trasladados a merced de los movimientos de los conductos deferentes hacia
el uréter (Fig IG 1 A). Cuando las vesículas seminales se unen a al conducto deferente, se continúan
como conductos eyaculadores,  que atraviesa próstata y desembocan en la uretra prostática. A los
espermatozoides que se vuelcan al conducto eyaculador (los cuales viajan suspendidos en los fluidos
testicular  y  epididimario)  se  le  unen  las  secreciones  de  las  glándulas  anexas:  vesícula  seminal,
próstata y bulbouretrales; que en conjunto constituyen el semen. 
La importancia de las glándulas accesorias sexuales masculinas se destaca cada vez que pierden su
funcionalidad.  Por  ejemplo,  en  Siberia  ha  sido  reportada  que  infertilidad  masculina  es  causada
principalmente por una enfermedad inflamatoria de las glándulas accesorias (Philippov et al., 1998). La
eliminación de vesículas seminales y  glándulas accesorias en ratones también se asocia con una








accesorias en hámsters también reduce la fertilidad considerablemente, dependiendo de la glándula
específica eliminada (Jiang et al., 2001)
La importancia del fluido seminal reside principalmente en tres funciones principales de la reproducción
que  benefician  a  los  machos  de  distintas  especies:  1)  Contribuye  al  proceso  de  capacitación
espermática.  2)  Influye  en  la  competencia de  los  espermatozoides  a  través  de  la  producción  de
tapones,  del  transporte  de  feromonas  que  actúan  como  atrayentes  femeninos,  propiedades
aloespermicidas,  modifica  la  velocidad  de  los  espermatozoides  y  afecta  la  receptividad  sexual
femenina. 3) Contribuye al proceso de fertilización facilitando el movimiento de los espermatozoides,
controla el pH, aporta sustratos energéticos a los espermatozoides, sirve como almacenamiento de
espermatozoides  y  los  defiende  contra  el  ataque  inmune del  tracto  reproductor  femenino  (Poiani,
2006). 
En cuanto a la constitución del plasma seminal (PS) en el humano, los fluidos testicular y epididimario
aportan un mínimo volumen (0,2 ml aprox). La secreción prostática en cambio, aporta ~0,5-1,0 ml, es
ácida y entre las sustancias que la constituyen, merecen mencionarse: el ácido cítrico, la fosfatasa
alcalina, el Zn++, la espermina, la albúmina, el antígeno prostático específico (PSA) y las vesículas
prostáticas:  las  cuales  son  ricas  en  colesterol  (CHO),  fosfolípidos  (especialmente  esfingomielina),
proteínas (πPS) y poseen un alto contenido de Ca++. La secreción de vesículas seminales aporta ~1-6
ml, es alcalina, posee alta concentración de HCO3-, K+, fructosa, ácido ascórbico y semenogelina I y II,
prostaglandinas.  La  secreción  de  glándulas  bulbouretrales  aporta  un  mínimo  volumen  (~0,2  ml),
también contribuye a la alcalinidad del semen y es importante en el momento del pasaje del eyaculado
por la uréter.
De los componentes del PS mencionaremos la importancia de algunos de ellos, cuyos efectos serán








A diferencia del fluido epididimal, que es ácido y contiene baja concentración de  HCO3- [~ 2-4 mM
(Okamura et al., 1985)], el semen de los mamíferos contiene alta concentración de  HCO3- y tiene un
pH alcalino, que varía en un amplio rango de 7.2 a 8.4 en humanos (Owen, 2005). El semen humano
contiene un promedio de 24 mM de especies relacionadas con CO2 (es decir, la suma de CO2, HCO3- y
CO32-). Según la Ecuación de Henderson-Hasselbach, se traduce en una concentración de HCO3-  de
~22 mM en el rango de pH informado para el semen humano. Estimulado por el HCO3- del semen, los
espermatozoides obtienen movilidad inicial en el momento de la eyaculación por la activación de la
adelinato ciclasa soluble (ADCY10)  (Chen  et al.,  2000a; Kleinboelting  et al.,  2014; Okamura  et al.,
1985). Por otra parte, se ha establecido a lo largo de varios años que el HCO3- es un ión fundamental
para la capacitación (Boatman y Robbins, 1991; Demarco et al., 2003; Liu  et al., 2012; Neill y Olds‐
Clarke, 1987; Zeng  et al., 1995).  Por lo tanto, el semen proporciona la primer fuente de  HCO3- para
capacitación de espermatozoide  (Luconi  et al., 2005). Cómo es que ingresa el  HCO3- a la célula en
estas condiciones es algo que aún se desconoce (Fig IG 3).
COLESTEROL
El PS contiene una alta concentración de colesterol (CHO) [~650 µM (Cross, 1996)]. La relación molar
CHO/fosfolípidos en éste fluído es de 5.9, mucho más alto que la proporción ~1.0 de la membrana
plasmática del espermatozoide humano (Grizard et al., 2000). Por lo tanto, durante la exposición al PS
esta célula incorpora CHO. El CHO del PS reside principalmente en las lipoproteínas y en las vesículas
del  PS  (Cross  y  Mahasreshti,  1997).  Estudios  previos  sobre  el  efecto  inhibitorio  del  PS  en  la
capacitación demostraron que la presencia de CHO inhibe la fecundación in vitro e in vivo, reduce la
movilidad  espermática  y  la  exocitosis  acrosomal  temprana  (Davis,  1976a,  1976b;  Fleming  y
Yanagimachi, 1981; Go y Wolf, 1985). En humanos se reportó que los espermatozoides podían ser
































IG.3 Modelo de la regulación de factores del PS en las vías de señalización asociadas a la 
capacitación en espermatozoides humanos. Los mecanismos moleculares por los que  las 
proteínas (пPS) modulan la capacitación son desconocidos. El colesterol (CHO) del plasma 
seminal inhiben la vía de señalización AMPc/PKA y modula el pHi, pero los mecanismos 
moleculares por los que lo hace son desconocidos. El Zn++ modularía la actividad del canal Hv1 
regulando el pHi. El HCO3- presente en el PS ingresa a través de un canal o transportador 
desconocido activando de ADCY10, promoviendo la movilidad del espermatozoide e iniciando el 
proceso de capacitación. 
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fracción disminuyó al extraer parcialmente los lípidos y pudo ser imitada por vesículas de fosfolípidos
sintéticos con CHO. Por otra parte, espermatozoides humanos que se incubaron en medio capacitante
con altas concentraciones de sulfato de CHO, presentaron inhibición de la fosforilación de residuos en
tirosina  (Osheroff  et  al.,  1999) y  del  aumento  de  pH  intracelular  (pHi),  dos  eventos  ampliamente
asociados a la capacitación (Fig IG 3). Aún se desconoce en detalle el mecanismo molecular por el que
el CHO regula estos eventos. 
PROTEÍNAS Y PÉPTIDOS
Las proteínas y péptidos del  PS (πPS) representan una concentración de entre  20 a 60 mg/ml
(Singer et al., 1976). Las πPS en el humano, tienen funciones importantes en la reproducción y su rol
está altamente conservado en distintas especies.  En insectos,  y en mamíferos se ha descripto su
importancia en la formación de tapón de apareamiento, en la expresión de péptidos antimicrobianos y
en  la  regulación  de  la  implantación  (Rodríguez Martínez  ‐ et  al.,  2011).  El  PS  humano  contiene
numerosas proteínas que han sido identificadas con el tiempo. Los principales constituyentes proteicos
del PS son la semenogelina I, y II. Estas proteínas están involucradas en la formación del coágulo y en
la licuefacción del mismo, generando productos con funciones biológicas tales como la inhibición de la
movilidad de los espermatozoides, actividad antibacteriana y la inhibición de la exocitosis acrosomal y
la fosforilación de residuos en tirosina, dos eventos asociados a la capacitación  (Lamirande  et al.,
2001; Lundwall et al., 2002; Robert y Gagnon, 1996; Yoshida et al., 2003). Los PSA, que une Zn++ es
de la familia de las calicreínas y es liberada principalmente en prostasomas pero también es producida
por las glándulas de Littré. La función primaria de PSA es la licuefacción del coágulo por catalizar la
hidrólisis de las semenogelinas. También se pueden mencionar otras proteínas importantes contenidas
en el PS tales como la fosfatasa ácida prostática, la PSP-94 y la mucina (Mann y Lutwak-Mann, 2012).
Por otra parte, los péptidos también son un importante componente del PS, aunque la mayoría de ellos
son fragmentos de proteínas del PS u hormonas peptídicas asociadas el espermatozoide (Duncan y








glucuronidasa (BG), α y β-glucosidasa, α- y β-galactosidasa y β-N-acetilglucosaminidasa (NAG) entre
otras  (Mann  y  Lutwak-Mann,  2012) y  las  lipasas  o  metaloproteinasas  de  matriz  (MMP)  que  se
relacionan con la calidad del semen (Baumgart  et al., 2002; Buchman Shaked ‐ et al., 2002; Carver y
Ball, 2002). También en el PS seminal se encuentran proteínas del suero tales como la albúmina, la
pro-albúmina,  las  α-,  β-  y  γ-globulinas,  la  transferrina,  algunas  immunoglobulinas,  factores  del
complemento y distintas citoquinas y quimiocinas (Huleihel et al., 1996; Souček et al., 2010). Si bien se
conoce bastante acerca de la composición proteica del PS, poco se conoce acerca de los mecanismos
moleculares por los que interviene modulando la capacitación (Fig IG 3).
ZINC
El  Zn++ está presente en muy alta concentración en el PS humano [~1,2 a 10,6 mM (Ohyoshi  et al.,
1999) en el PS vs ~15.3 µM en suero]. Previos estudios demostraron el rol de este catión como factor
decapacitante.  Se  reportó  previamente  que  100  μM  Zn++ en  el  medio  de  incubación  previene  la
capacitación y la reacción acrosomal. 50 μM Zn++  disminuye la hiperactivación y la capacitación sin
afectar la viabilidad o la movilidad (de Lamirande et al., 1997). Durante la capacitación mediante el uso
de un fluorocromo que une Zn++ se ha demostrado en espermatozoides de hámster que el efecto del
mismo es eliminado progresivamente con el agregado de albúmina principalmente de la región post-
acrosomal y acrosomal durante la capacitación (Andrews y Bavister, 1989; Andrews et al., 1994). Por
otra parte, se demostró que el Zn++ inhibe el canal Hv1, principal responsable de las corrientes de
protones en espermatozoides humanos (Lishko y Kirichok, 2010; Sasaki et al., 2006). Se plantea que
este canal sería un importante regulador del pHi durante la capacitación (Lishko et al., 2012), por lo
que el Zn++ podría actuar como factor decapacitante a este nivel. También el Zn++ estabiliza proteínas
que actúan como factores decapacitantes como la semenogelinas. Por otra parte, el Zn++ estabiliza la
cromatina del espermatozoide, influye en la fluidez lipídica de la membrana  (Chvapil,  1973) y está
involucrado en la producción de radicales libres (Björndahl y Kvist, 2009). Destacando la importancia








comparación de la población control, y que la suplementación en la dieta pudo incrementar la calidad
espermática de estos pacientes (Zhao et al., 2016). 
CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA
Después de la eyaculación, los espermatozoides de los mamíferos no son capaces de fecundar al
ovocito. La capacidad fecundante adquirida durante la maduración epididimaria es tan sólo de carácter
potencial, recién la adquieren completamente luego de la salida del PS, en el tracto femenino, durante
un  proceso  denominado  capacitación  (Austin,  1951;  Chang,  1951).  Este  proceso  de  maduración
espermática, implica una serie de cambios fisiológicos (tanto estructurales como bioquímicos) que le
confieren  al  espermatozoide  la  capacidad  de  adquirir  un  patrón  característico  de  movilidad
hiperactivada (HA) e iniciar la exocitosis acrosomal (EA) para fecundar al ovocito (Yanagimachi, 1989,
1994a). Austin y Chang en la década del 50 fueron pioneros en la observación y descripción de la
capacitación. Definieron este proceso como el tiempo que el espermatozoide debe residir en el tracto
reproductor femenino antes de que adquiera la  competencia de fecundar al  ovocito  (Austin,  1951;
Chang, 1951). Entonces, se considera que un espermatozoide está completamente capacitado cuando
puede experimentar la HA y la EA. Si alguno de estos procesos no sucede en el espermatozoide, la
fecundación no se lleva a cabo (Darszon et al., 2011). A continuación, se describen con mayor detalle
en qué consisten la HA y la EA.
HIPERACTIVACIÓN
Después de depositarse en la vagina, los espermatozoides de varias especies de mamíferos poseen
un batido flagelar simétrico y de corta amplitud conocido como movilidad activada  (Suarez y Pacey,
2006). En contraste, los espermatozoides aislados de zonas superiores del tracto presentan lo que se
lo conoce como movilidad hiperactivada (HA) (Suarez y Pacey, 2006) (Fig. IG 4 A). Este último tipo de








caracteriza  por  presentar  un  batido  flagelar  asimétrico  y  de  mayor  amplitud  cuando  los
espermatozoides se encuentran en un medio de baja viscosidad. Sin embargo la adquisición de este
tipo de nado más vigoroso le permite a las células llevar a cabo un desplazamiento progresivo a través
del moco cervical (un medio de alta viscosidad). De este modo, puede desprenderse de las criptas
oviductales, avanzar hacia la ampula y atravesar con mayor facilidad las capas externas del ovocito.
La HA es un evento esencial para que el espermatozoide fecunde al ovocito y aunque aún no se sabe
con certeza cuál(es) factor(es) la inicia(n) en condiciones fisiológicas, está demostrado que el Ca++
proveniente del medio extracelular y de reservorios intracelulares es esencial para regular este proceso
(Suarez, 2008). Asimismo la HA también requiere un incremento del pH intracelular, posiblemente para
regular la activación del canal CatSper que depende de la alcalinización intracelular (Suarez, 2008). La
participación de este canal es indispensable para que se lleve a cabo el proceso de hiperactivación
(Lishko  et  al.,  2012).  Un  factor  que  induce  un  ingreso  robusto  de  Ca++ en  los  espermatozoides
humanos y favorece la HA es la progesterona (Blackmore et al., 1990; Lishko et al., 2012). El ingreso
de Ca++ al espermatozoide inducido por la progesterona en concentraciones picomolares está mediado
por los canales CatSper (Lishko et al., 2011; Strünker et al., 2011). Los ratones nulos para CatSper son
infértiles (Liu et al., 2007; Qi et al., 2007). Además, en humanos las mutaciones en CatSper 1 y 2 se
han asociado a astenozoospermia  (Avenarius  et al.,  2009;  Avidan  et al.,  2003; Bhilawadikar  et al.,
2013;  Hildebrand  et  al.,  2010;  Tamburrino  et  al.,  2014).  Dicha infertilidad  estaría  relacionada  a  la
incapacidad de desarrollar la HA y atravesar la zona pelúcida  (Ren  et al., 2001; Wennemuth  et al.,
2003).  Recientemente,  Chung  y  colaboradores  (2014)  utilizando  microscopía  de  fluorescencia  de
súper-resolución determinaron la  distribución 3D de proteínas en el  flagelo del  espermatozoide de
ratón con una resolución del orden de los nanómetros (Chung et al., 2014) y encontraron que CatSper
forma  un  arreglo  cuadrilateral  a  lo  largo  de  la  pieza  principal  del  flagelo,  que  organiza  dominios








IG 4. Los dos eventos celulares asociados a la capacitación: movilidad hiperactivada y exocitosis 
acrosomal. A Se muestra la forma del batido flagelar y la  dirección del movimiento  (flechas) 
en espermatozoides activados e hiperactivados colocados en unmedio de baja o alta 
viscosidad. En un medio de baja viscosidad, los espermatozoides activados se desplazan con 
un batido flagelar simétrico, mientras que los hiperactivados no  avanzan eficientemente 
debido a su batido flagelar asimétrico. En un medio de alta viscosidad, la hiperactivación de los 
espermatozoides ocasiona un desplazamiento progresivo más eficiente que el de los activados. 
Modificado de Darszon et al., 2011. B Secuencia de eventos durante la EA. En el diagrama se 
muestra un espermatozoide de mamífero llevando a cabo el proceso de exocitosis acrosomal. 
MAE, membrana acrosomal externa; MAI, membrana acrosomal interna; MP,






Como ya mencionamos, durante la capacitación el espermatozoide adquiere la capacidad de realizar la
EA (Fig. IG 4) que permite penetrar la zona pelúcida (matriz extracelular que rodea al ovocito, ZP) y
relocalizar las proteínas esenciales para la fusión con el ovocito (Satouh et al., 2012). En este proceso
de exocitosis, la MAE y la membrana plasmática (MP) se fusionan en múltiples puntos, produciéndose
la liberación y dispersión del contenido acrosomal  (Yanagimachi, 1994b). Esta exocitosis es un tipo
particular  de secreción regulada,  que comparte  muchas de las  características  de los  mecanismos
básicos  que  se  han  descripto  en  otras  células  secretoras,  como neuronas  o  células  del  sistema
endócrino  (Mayorga  et al.,  2007).  Las diferencias esenciales son:  1)  el  acrosoma es una vesícula
secretoria única; 2) se forman múltiples puntos de fusión entre la MAE y la MP; 3) la fusión entre la
MAE y la MP forma vesículas híbridas que son liberadas al medio circundante durante la exocitosis; 4)
no hay reciclado de las membranas luego de la EA, siendo este un proceso irreversible. Una vez que
finaliza  la  exocitosis,  la  cabeza  del  espermatozoide  tiene  un  nuevo  límite  celular,  la  MAI  que  se
continúa  con  la  membrana  plasmática  (Yanagimachi,  1994b) (IG  4  B). Estas  alteraciones  de  la
topología  y  composición  de  la  membrana  limitante  son  fundamentales  para  la  interacción  con  la
gameta femenina (Ikawa et al., 2010; Inoue et al., 2011). 
En  cuanto  al  lugar  específico  en  donde  tiene  lugar  in  vivo la  EA en  mamíferos,  es  motivo  de
controversia en la actualidad y por lo tanto tampoco se sabe aún con certeza cuál(es) es(son) el(los)
inductor(es) fisiólogico(s) de la misma. Durante varios años se postuló que el espermatozoide para
poder llevar a cabo la exocitosis debía interaccionar directamente con la ZP del ovocito (Saling et al.,
1979), de esta manera el espermatozoide una vez reaccionado e hiperactivado podía penetrar en el
espacio  perivitelino.  Sin  embargo,  trabajos  recientes  comenzaron  a  cuestionar  el  paradigma
establecido sobre la identidad del principal inductor fisiológico de la EA, como el lugar en donde sucede








de la exocitosis  (Baibakov  et al.,  2007), y una evidencia aún más fuerte surgió al mostrar que los
espermatozoides de ratón que logran penetrar la zona y fecundar al ovocito en condiciones  in vitro,
iniciaron la EA antes de tomar contacto con la ZP (Inoue et al., 2011; Jin et al., 2011). En este marco, la
progesterona,  esteroide  producido  por  las  células  del  cumulus y  de  la  granulosa  del  ovocito,  ha
emergido nuevamente como el potencial inductor fisiológico de la EA (Osman et al., 1989; Roldan et
al., 1994). En relación al sitio en donde se produce la EA, gracias a la utilización de espermatozoides
de  ratones  transgénicos  que  expresan  la  proteína  EGFP en  el  acrosoma  (Hasuwa  et  al.,  2010),
algunos trabajos evidencian que la mayoría de los espermatozoides realizan la EA en los segmentos
altos del istmo oviductal  (La  et al.,  2016; Muro  et al.,  2016). Asimismo, agentes farmacológicos no
fisiológicos son utilizados de rutina en los laboratorios para inducir la EA entre los que se destacan los
ionóforos de calcio que producen un aumento de Ca++ intracelular proveniente del medio extracelular
como ionomicina  y  A23187   (Sosa  et  al.,  2016;  Zanetti  y  Mayorga,  2009) y  la  tapsigargina  [que
disminuye la captación de Ca++ almacenado en reservorios intracelulares al inhibir la Ca++-ATPasa del
retículo sarcoendoplásmico (Blackmore et al., 1990; Harper et al., 2005)]. 
CAMBIOS BIOQUÍMICOS EN LA CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA
La capacitación puede llevarse a cabo in vitro, incubando los espermatozoides en un medio definido
que contenga al menos tres factores que son muy abundantes en el tracto genital femenino: Ca++,
HCO3– y albúmina (Visconti et al., 1995a). Aunque a la fecha, todavía no se ha generado una definición
global de la capacitación, se ha avanzado en el conocimiento de su naturaleza biológica, implicancia
en la fisiología y sus mecanismos de inducción (Bailey, 2010; Okabe, 2013; Stival et al., 2016; Visconti
et  al.,  2011).  Entre  las  modificaciones  bioquímicas  que  ocurren  durante  la  capacitación  podemos
mencionar: 







• Remoción de factores decapacitantes:   estos factores son moléculas que se originan en las
secreciones testiculares, epididimarias, prostáticas y de las vesículas seminales. Un ejemplo de
estos son las glicoproteínas no covalentemente unidas a la superficie de la membrana (Ma et
al., 2012; Oliphant y Brackett, 1973). 
• Aumento  de  la  fluidez  de  la  membrana  plasmática   debido  principalmente  a  la  pérdida  de
colesterol (Fig.IG 5) (Davis, 1981; Gadella, 2008; Jones et al., 2007). Así como modificaciones
en su distribución y la de otros esteroles en la membrana (Lishko et al., 2012).
• Hiperpolarización de la membrana plasmática   (Fig.IG 5).  La diferencia de potencial en ambos
lados de la membrana se genera por las diferencias de concentración de iones dentro y fuera
de la célula y por diferencias en la permeabilidad de la membrana plasmática. Esto da como
resultado un potencial eléctrico, conocido como potencial de membrana en reposo. Cuando por
aumento  de  la  concentración  de  cargas  negativas  neta  del  lado  intracelular  se  genera  un
aumento en la diferencia de potencial, se dice que la célula se hiperpolariza. Se ha reportado
una hiperpolarización de membrana durante la  capacitación en los espermatozoides de los
murinos, los lepóridos, los bovinos, los equinos y humanos (Escoffier et al., 2012; Hernández-
González et al., 2007; López-González et al., 2014a; Zeng et al., 1995). El papel preciso que
cumple este cambio en el potencial de membrana aún no está completamente claro, pero se
han planteado algunas hipótesis gracias a experimentos que se han hecho principalmente en
espermatozoides de ratón. Se propone que dicha hiperpolarización es necesaria y suficiente
para preparar a los espermatozoides de ratón para la exocitosis acrosomal (Arnoult et al., 1999;
Escoffier et al., 2015; Zeng et al., 1995). Los canales involucrados en esta hiperpolarización son
los canales de potasio Slo3 en ratones  (López-González  et al., 2014a) y en humanos se ha
planteado la participación de SLO3 (De La Vega-Beltran et al., 2012) y SLO1 (Martínez-López








Fig. IG.5. Esquema simplificado de flujos de iones involucrados en la capacitación de los 
espermatozoides humanos. En el esquema se describe una pequeña cantidad de canales 
conocidos por estar involucrados en el intercambio de aniones durante la capacitación de los 
espermatozoides humanos. Los canales Slo3 y Slo1 contribuirían a la regulación del Em. Si bien 
hay evidencias de la regulación del Em por ENaC en ratón, aún no se conoce su participación en 
el en humano. La apertura de ENaC es regulada por el canal de Cl - CFTR, de modod que cuando 
éste se encuentra activo provoca su cierre. Él CFTR se está involucrado en el transporte de HCO3- 
ya que acopla su funcionamiento al de otros transportadores Cl/HCO3- como los SLC26. La 
presencia de los SLC26 aún no se conoce en espermatozoides humanos, con excepción al 
SCL26A8. El HCO3- transportado por los SLC y el aportado por la catálisis de las anhidrasas 
carbónicas (CA) contribuirían a la regulación del pHi del espermatozoide El transporte de protones 
por el Hv1 y la salida de colesterol también regularían el mantenimiento del pHi. La activación de 
la adelinato ciclasa soluble (ADCY10) depende del ingreso de Ca++ mediante CatSper y del 
ingreso de HCO3- mediante un canal o transportador desconocido causa la síntesis de AMPc y la 
activación de PKA y dando lugar a  activación de quinasas río abajo de la misma, 
desdencadenando la fosforilación de sustratos en residuos de tirosina (pY). Estos eventos, en 
conjunto, son fundamentales para la exocitosis acrosomal (EA)  y la hiperactivación (HA) del 











































provocada  por  los  canales  Slo3  promueve  un  aumento  del  pH  intracelular,  a  través  de  la
activación de canales o transportadores voltaje dependientes, lo cual activa a CatSper (canal
catiónico del espermatozoide) generando un aumento del calcio intracelular  (Schreiber  et al.,
1998). En humanos, aún no está claro como ocurre la hiperpolarización. Recordemos que la
hiperpolarización puede ocurrir  por  1)  un incremento  en la  permeabilidad de iones K+ (por
ejemplo por la activación de los canales SLO3 o SLO1) 2) un incremento en la permeabilidad
de iones Na+ (por ejemplo por la inactivación de los canales ENaC (Fig.IG 5)) (López-González
et al., 2014a; Mannowetz et al., 2013; Sánchez-Carranza et al., 2015) . Dado que este tema es
objeto de estudio para esta Tesis, se desarrollará con mayor detalle en las próximas secciones.
• Redistribución de proteínas integrales de membrana, cambios en la proporción de proteínas de  
membrana y difusión de lípidos (Gadella, 2008; Töpfer-Petersen et al., 1990; Wolf et al., 1986).
CAMBIOS  EN  LA CONCENTRACIÓN  INTRACELULAR  DE  IONES  COMO  BICARBONATO,
CLORURO, SODIO, CALCIO 
• La entrada del  HCO3- a la  célula  es un proceso que está desde hace tiempo ampliamente
asociado a la capacitación (Boatman y Robbins, 1991; Liu  et al.,  2012; Neill  y Olds Clarke,‐
1987). Entre otros eventos, el influjo sostenido de HCO3– sería fundamental para mantener la
actividad de ADCY10 (Chen et al. 2000) además de participar como aceptor de protones en la
alcalinización del  citoplasma  y  como  anión  en  hiperpolarización  de  la  membrana.  En
espermatozoides humanos, aún se desconoce cómo es que ingresa el  HCO3-   a la célula. En
espermatozoides de ratón se reportó que la entrada inicial de HCO3-  ocurriría a través del co-
transportador  Na+/HCO3- (Demarco  et  al.,  2003). En  éste  último  trabajo  observaron  que  la
adición  de  HCO3- induce  una  corriente  hiperpolarizante  en  la  membrana  plasmática.  Esta








presencia  de Na+.  Sin  embargo,  hasta  el  momento no se evaluó farmacológicamente  si  la
inhibición de NBC resulta en la inhibición de estos eventos. Por otro lado, en espermatozoides
de ratón, el Cl- también sería importante para el ingreso de HCO3- ya que se ha identificado un
co-trasportador de Na+, K+ y Cl-, denominado NKCC, que generaría un aumento intracelular de
Cl-  (Wertheimer  et al., 2013), lo cual permitiría la activación de un anti-transportador Cl-/HCO3-
permitiendo un ingreso sostenido de HCO3- (Chávez et al., 2012a).
• En espermatozoides de ratón se ha demostrado un incremento en la concentración intracelular
de Cl- ([Cl-]i) durante la capacitación (Chávez et al., 2012a).También se observó en esta especie
que cuando los espermatozoides se incuban en un medio carente de Cl-,, se inhibe la mayoría
de los procesos asociados a la capacitación (Wertheimer et al., 2008). En todas las células, los
niveles de [Cl-]i se establecen por las contribuciones relativas de todos los transportadores de
Cl- presentes en su membrana plasmática. Esos transportadores de Cl- se pueden dividir en dos
categorías: los canales de Cl- y los transportadores de Cl- (Santi et al., 2013). Entre los canales
de Cl-, se han identificado cuatro familias estructurales: 1) el CFTR  (Fig.IG 5), sobre el que
volveremos más adelante;  2)  los  γ-aminobutirico  (GABA)-dependientes  y  los  receptores  de
neurotransmisores glicina-dependientes 3) los canales de Cl- activados por Ca++  (CaCC); y (4)
los canales CLC. Por otro lado, el Cl- también puede atravesar la membrana plasmática a través
del transporte activo secundario. Las proteínas transportadoras de Cl- incluyen: 1) la familia de
transportadores electroneutros que acoplan el transporte de Cl- a un  catión. Esta familia se
compone  de  siete  miembros:  un  cotransportador  Na+/Cl-  (NCC),  dos  cotransportadores
Na+/K+/2Cl- (NKCC) y cuatro cotransportadores K+/2Cl- independientes de Na+ (KCC) (Jentsch
et al., 2005; Nilius y Droogmans, 2003); y 2) los intercambiadores Cl-/HCO3- (Fig.  IG 5), sobre







• Se describió en espermatozoides de ratón que el  Na+ se reduce durante la capacitación de
espermatozoides (Escoffier  et al., 2012). Esta reducción se cree que se debe al cierre de los
canales de Na+ epiteliales ENaC  (Escoffier  et al.,  2012),  los cuales estarían asociados a la
hiperpolarización de la membrana durante la capacitación (Fig. IG 5). Si bien en humanos no se
ha determinado si existen cambios en la concentración de Na+ durante la capacitación, se han
reportado un aumento en la actividad de la bomba Na+/K+ α-4 específica de espermatozoides
asociada a la capacitación   (Jimenez  et al.,  2012). Por este incremento en la actividad del
transporte  activo  en una  célula  con un citoplasma pequeño,  especulamos  que  esto  podría
generar una disminución en la concentración de Na+ intracelular. Esta hipótesis se evaluara en
el capitulo 3 de la presente Tesis.
• Durante  la  capacitación ocurre un aumento en la  concentración intracelular  de  Ca++([Ca++]i)
(Baldi et al., 1991; Ruknudin y Silver, 1990). En cuanto al influjo de Ca++, hasta el momento, el
único canal del cual se ha detectado la corriente iónica en espermatozoides epididimarios es el
llamado CatSper  (Fig.IG 5).  Este canal  se expresa exclusivamente en los espermatozoides
(Kirichok  et al., 2006). Por otra parte, la expulsión de Ca++ de la célula estaría modulada por
bombas de Ca++ ATPasa (las PMCAs). Los receptores involucrados en la regulación del calcio
de los reservorios son los receptores de rianodina (RyR) (Treviño et al., 1998) y los receptores
sensibles  a  inositol  1,4,5-trifosfato  (R-IP3)  (Walensky  y  Snyder,  1995).  La  presencia  y
localización  de  los  RyR  se  determinó  por  varias  técnicas  en  espermatozoides  humanos,
principalmente en la región del cuello y muy escasamente en el acrosoma. Los receptores de
IP3 fueron encontrados en el acrosoma, membrana nuclear redundante y en la región del cuello
(Dragileva  et  al.,  1999;  Kuroda  et  al.,  1999;  Rossato  et  al.,  2001).  Particularmente  en  el
acrosoma se demostró que se moviliza Ca++ a través del canal sensible a IP-3. Se plantea que
la  salida  de  Ca++  por  dichos  canales  es  dependiente  de  la  entrada  de  HCO3-   en








unión a AMPc  (Branham  et al., 2009). La salida de Ca++   de reservorios a su vez, regula la
entrada de Ca++  del medio extracelular.  A su vez, la recaptación de Ca++ en los reservorios
requiere un gasto de energía, ya que ocurre en contra del gradiente. Esto se logra por medio de
bombas tipo ATPasa. En la actualidad existe cierto debate en cuanto a qué tipo de Ca++ ATPasa
intracelular  se  expresa  en  espermatozoides  maduros.  En  espermatozoides  humanos  se
identificaron  y  localizaron  dos  importantes  bombas  de  calcio,  SERCA
(sarcoplasmicendoplasmic reticulum Ca++ ATPase) (Lawson et al., 2007). y a SPCA (secretory
pathway Ca++ ATPases)  (Harper  et al., 2005). Ambas son sensibles a tapsigargina a diferente
concentración (Harper et al., 2005; Rossato et al., 2001). 
ALCALINIZACIÓN INTRACELULAR 
La alcalinización intracelular es un evento muy importante en la capacitación, incluso se ha planteado
que es un indicador del estado de capacitación  (Nishigaki  et al., 2014a). Existen pocos reportes en
donde se compare el pHi en espermatozoides humanos capacitados contra aquellos directo del plasma
seminal o incubados en medio no capacitante. En un trabajo previo se midió el pHi  a nivel poblacional
mediante espectrofotometría utilizando la sonda fluorescente sensible a pH BCECF y se reportó que
existe un aumento de pHi  en espermatozoides capacitados durante 24 h  (Cross y Razy-Faulkner,
1997). Años más tarde, se demostró mediante citometría de flujo, y utilizando la misma sonda, que
existe  un aumento  en  el  pHi  en una población  de  espermatozoides  capacitados durante  13 h  en
comparación con células incubadas en medio que no promueve la capacitación (López-González et al.,
2014).  Aunque se ha demostrado la  presencia  de un aumento del  pH i  durante la  capacitación de
espermatozoides  humanos,  la  función  fisiológica  así  como  los  mecanismos  moleculares  que  la
controlan  aún  no  han  sido  del  todo  descritos.  Evidencia  reciente  indica  que  la  alcalinización  es
necesaria  para  modular  la  actividad  de  diferentes  canales  iónicos  (tanto  de  Ca++ o  K+) que  son








podrían participar en el control del pHi  produce infertilidad. Dado que este tema es objeto de estudio
para esta Tesis, se desarrollará con mayor detalle en las próximas secciones.
AUMENTO EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ADENILATO CICLASA
Aumento en la actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC), que resulta en un incremento del AMPc y
la actividad de proteína quinasa A (PKA)  (Buffone et al., 2014b; Hess et al., 2005; Xie et al., 2006)..La
adenilato ciclasa, es codificada por diez genes distintos. Nueve de ellos (Adcy1-9) codifican para las
isoformas de la adenilato ciclasa transmembrana (ACtms), que se encuentran de forma ubicua. El gen
restante, denominado Adcy10 (también conocido como SACY o ACs) (Aitken et al., 1986; Chen et al.,
2000) codifica  para  la  adenilato  ciclasa  soluble,  la  cual  posee  múltiples  isoformas generadas  por
empalmes alternativos del gen.
En  la  actualidad  se  encuentra  en  debate  el  rol  y  la  presencia  de  ambas  enzimas  en  los
espermatozoides de mamíferos. Con respecto a la ACtm en espermatozoides, existen varios trabajos
que por diversas metodologías no pudieron comprobar su existencia, ni la elevación del AMPc por la
forskolina diterpeno (FK) (que activa a las ACtm) en espermatozoides humanos  (Aitken  et al., 1986;
Hess et al., 2005; Jaiswal y Conti, 2003; Livera et al., 2005; Strünker et al., 2011; Xie et al., 2006). Un
estudio  más  reciente  en  espermatozoides  humanos  plantea  que  participa  activamente  en  la  vía
quimotáctica inducida por progesterona en su trayecto al ovocito  (Teves et al., 2009). Algunos grupos
la identificaron a ACtm en la región acrosomal y su participación en la RA en ratones (Wertheimer et
al., 2013).
La característica principal de adenilato ciclasa soluble (ADCY10) es que se activa por un aumento
intracelular de Ca++ y de HCO3- (Fig. IG 4)  (Buffone  et al., 2014b; Esposito  et al., 2004; Hess  et al.,
2005; Jaiswal y Conti, 2003). En muchos sistemas celulares esta enzima actúa como sensor de HCO3- .








(Tresguerres et al., 2010).. A diferencia de las ACtms, las AC solubles son insensibles a la regulación
por proteínas G y a la activación por FK. Los ratones  knockout (KO) para adenilato ciclasa soluble
presentan una espermatogénesis normal pero son infértiles por un defecto en la movilidad espermática
(Esposito et al., 2004; Hess et al., 2005). La movilidad progresiva en los espermatozoides de estos KO
puede ser restaurada mediante la adición de un análogo permeable del AMPc. Por otra parte, KH7, un
inhibidor específico de la adenilato ciclasa soluble, afecta la movilidad, los patrones de fosforilación de
proteínas en tirosina, y la capacidad fecundante de los espermatozoides wild-type y la adición de db-
AMPc, una análogo permeable de AMPc, rescata todas estas características defectuosas. De modo
contrario  a  los  efectos  en  la  movilidad,  la  EA  inducida  con  ionóforo  A23187  es  normal  en
espermatozoides de ratones KO para adenilato ciclasa soluble y espermatozoides  wild-type tratados
con KH7 (Xie et al., 2006).  
Por otra parte, otro objetivo del AMPc es el intercambiador de GDP / GTP EPAC. Esta proteína está
presente en los espermatozoides y está involucrada en la regulación de la EA, como se mencionó
anteriormente (Branham et al., 2009)
MODULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE PROTEÍNA-QUINASA A Y TIROSINA QUINASAS
• El aumento de AMPc producido por la entrada HCO3-  inmediatamente activa la actividad de la
proteína-quinasa A (PKA)  (Fig. IG 4)  (Buffone et al., 2014b; Hess et al., 2005; Xie et al., 2006).
PKA es un heterotetrámero compuesto por dos subunidades catalíticas (C) y dos subunidades
reguladoras (R). Las subunidades C contienen el sitio activo de la enzima y las R bloquean la
actividad de PKA cuando se unen a  las  C.  Tras la  unión de cAMP las  subunidades C se
disocian de las R y una vez libres presentan actividad quinasa en residuos Ser-Thr.  En los
mamíferos, hay cuatro genes R (RIα, RIβ, RIIα y RIIβ) y cinco genes C (PRKACA, PRKACB,







cuales  existen Cα1 y Cα2),  Cβ,  Cɣ,  PRKX y PRKY.  Cα y  Cβ pueden combinarse con las
diferentes subunidades R para formar una variedad de holoenzimas de PKA. 
Aunque  los  primeros  intentos  para  mostrar  la  activación  de  PKA en  espermatozoides  se
basaron en mediciones directas de la enzima  (Visconti  et al.,  1997), más recientemente, el
desarrollo  de  anticuerpos  contra  secuencias  de  consenso  fosforiladas  permitió  estudios
cinéticos más precisos. En particular, los anticuerpos contra los sustratos de PKA fosforilados
que  reconocen  RXXpS /  pT o  RRXpS /  pT fueron  esenciales  para  demostrar  una  rápida
activación de PKA  (Harrison y Miller, 2000; Kaneto et al., 2008; Krapf et al., 2010; Morgan et
al., 2008; O’Brien  et al., 2011; O’Flaherty  et al., 2004). En todas las especies de mamíferos
estudiadas,  se  observa  que  la  PKA está  en  niveles  máximos en  menos  de un  minuto  de
exposición al HCO3-. Esta rápida regulación de las vías de señalización de AMPc es inducida
por  contacto  con  el  HCO3-,  sugiriendo  que  está  mediada  por  la  adenilato  ciclasa  soluble
(Battistone  et  al.,  2013a;  Harrison  y  Miller,  2000;  Krapf  et  al.,  2010).  Estos  resultados  se
reafirman por la falta de efecto de forskolina en la activación de PKA y por el hallazgo de que,
mientras que Gs se localiza en la cabeza anterior del espermatozoide, la subunidad catalítica
de PKA solo se encuentra en la región del flagelo (Wertheimer et al., 2013). El papel del cAMP
en la  regulación  de  la  capacitación  de los  espermatozoides  se  ha apoyado  utilizando  una
batería de inhibidores de PKA como H89, RpAMPcS y PKI (Hess et al., 2005). Por otra parte,
los enfoques farmacológicos se han validado utilizando modelos genéticos knock-out. Aunque
la  eliminación completa  del  gen Cα mediante  recombinación homóloga dio  como resultado
espermatozoides estériles  (Skålhegg et al., 2002)., estos ratones tienen muchos otros defectos
que impiden un análisis preciso del fenotipo reproductivo. Considerando que Cα2 es la única
subunidad  C presente  en  los  espermatozoides  mamíferos  maduros  (Desseyn  et  al.,  2000;
Visconti  et  al.,  1990) fue  posible  eliminar  la  actividad  PKA  específicamente  de  los








Cα1 somático  funcional,  son  estériles  y  el  fenotipo  infértil  se  relaciona  con defectos  en la
movilidad y la capacitación de los espermatozoides (Nolan et al., 2004; Skålhegg et al., 2002).
Por otro lado, la alteración de la subunidad reguladora tipo IIα (RIIα) dio como resultado un
aumento compensatorio de la proteína RIα y una redistribución de la PKA en la fracción soluble
y la relocalización en la gota citoplásmica. Inesperadamente, los ratones RIIα  knock-out son
fértiles y no tienen un efecto significativo sobre la movilidad de los espermatozoides (Burton et
al., 1999). Otros reportes utilizaron un enfoque de knock-in para cambiar el gen Cα endógeno
por uno mutado sensible al inhibidor NMPP150 (Morgan et al., 2008). En este trabajo mostraron
que este inhibidor al bloquear la activación de PKA en el espermatozoide mutante inhibió la
hiperactivación dependiente de HCO3- y el aumento río abajo de la fosforilación en residuos de
tirosina. Por otra parte, en espermatozoides humanos, utilizando herramientas farmacológicas
se describió que la actividad de PKA es esencial para la HA (Luconi et al., 2005), la activación
de tirosina quinasas (Leclerc et al., 1996) y la exocitosis acrosomal (De Jonge et al., 1991)
• El aumento asociado a la capacitación en la fosforilación de tirosina (pY) de espermatozoides
de humano y de ratón se encuentra río abajo de la vía dependiente de AMPc / PKA (Carrera et
al., 1996; Leclerc et al., 1996; Visconti et al., 1995a)(Fig. IG 5). En los últimos 20 años, la pY se
ha utilizado como un marcador de capacitación en espermatozoides de ratón y otras especies.
En ratón, la pY es mediada por la quinasa Fer cuya activación se encuentra río abajo de PKA
(Alvau  et al.,  2016). Como los ratones  Fer  -/-   son viables y fértiles  (Craig  et al.,  2001) se
demostró que al menos en los espermatozoides de ratón, no se requiere el aumento de la pY
para la fertilización  in vivo. Sin embargo, los espermatozoides FerDR/DR  (con actividad quinasa
inactiva) son menos capaces de fertilizar in vitro. Por lo tanto, no se puede excluir que durante
el apareamiento natural, las interacciones entre los espermatozoides y el ambiente femenino
compense la falta de FER. También se ha reportado que espermatozoides pretratados con








implantación nacen crías fértiles (Tateno et al, 2013). El descubrimiento de que la pY juega un
papel en la fertilización in vitro, junto con los resultados que muestran que un aumento en la pY
durante la capacitación es conservado en una variedad de especies de mamíferos, sugiere que
este vía de señalización podría desempeñar un papel en especies en las que la competencia
espermática es relevante.
En  espermatozoides  humanos,  PYK2  (proline-rich  tyrosine  kinase  2)  es  mediador  entre  la
actividad de PKA y la pY. Su actividad depende del Ca++ y su inhibición con PF-431396 afecta la
hiperactivación, la exocitosis acrosomal inducida por progesterona, la habilidad de penetrar la
matriz del cumulus de ratón y la de fecundar ovocitos de hámster (Battistone et al., 2014). Por
lo tanto, aún no se puede excluir en espermatozoides humanos que pY cumple un rol en la
fertilización in vivo.
MODULACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE FOSFATASAS, PROTEASAS Y OTRAS QUINASAS
Entre ellas se puede mencionar las quinasas P3IK, PKC, PTK y Src (Baker et al., 2006; Krapf  et al.,
2010) y proteasas (Rotfeld et al., 2014; Signorelli et al., 2013).
MODULACIÓN DEL METABOLISMO CELULAR 
Aumento del metabolismo celular debido principalmente a la actividad glicolítica y el consumo de O2
(Hamner, 1962; Storey, 2008) 
POLIMERIZACIÓN DE LA ACTINA
Polimerización  de  la  actina-G  (monomérica  o  globular)  en  actina-F  (polimérica  o  









CAMBIOS DEL POTENCIAL DE MEMBRANA EN LA CAPACITACIÓN
Como se mencionó anteriormente, durante la capacitación ocurren una serie de cambios bioquímicos
importantes que habilitan al espermatozoide para fecundar al ovocito. Uno de los temas principales de
este trabajo es el estudio de la regulación del potencial de membrana (Em) durante la capacitación.
Los mecanismos moleculares que llevan a la hiperpolarización del Em en espermatozoides humanos
no se conocen con certeza.  Hasta  ahora se planteó que la  hiperpolarización podría deberse a la
apertura de canales de K  + , permitiendo el flujo de iones K+ a favor del gradiente electroquímico, y a la
reducción  de  la  permeabilidad  de  Na  + .  En  espermatozoides  de  ratón,  los  espermatozoides  no
capacitados tienen un Em relativamente despolarizado (~-35 a -45 mV) y durante la capacitación se
hiperpolarizan a -80 mV. El potencial registrado en la hiperpolarización de ratón se acerca al potencial
de equilibrio de K+ (-90 mV) [revisado en (Visconti et al., 2011)], sugiriendo que los canales de K+ son
de gran importancia en la fisiología del espermatozoide y se plantea que serían los responsables de
esta  hiperpolarización.  En  el  humano,  sin  embargo,  distinguir  cambios  absolutos  en  valores  de
potencial del Em es dificultoso. Esto se explica porque los cambios en el Em se dan en una fracción y
no en la totalidad de la población (López-González et al., 2014b). Por lo tanto, el uso de métodos como
la citometría de flujo para distinguir poblacionalmente este proceso es fundamental para el estudio del
Em.
Con  respecto  a  la  participación  de  los  canales  de  K+ en  el  Em,  se  ha  demostrado  que  la
hiperpolarización asociada a la  capacitación se inhibe usando bloqueadores como el  Ba++,  el  cual
inhibe los canales de K+ rectificadores entrantes y las sulfonilureas (tolbutamida y glibeclamida), que
inhiben canales de K+  regulados por ATP (KATP). Estos resultados sugieren la participación de estos
canales de K+ en la hiperpolarización asociada a la capacitación (Acevedo et al., 2006; Muñoz-Garay et







hiperpolarización  fisiológica  inducida  durante  la  capacitación  no  depende  de  la  reducción  de  la
permeabilidad de Na+,  sino del incremento en la permeabilidad de K+ dependiente de Slo3 o Slo1
(Chávez et al., 2013). Además, los ratones machos KO para Slo3 son infértiles (Santi et al., 2010; Zeng
et al., 2011). Por estos resultados, que se plantea que Slo3 éste sería el principal canal que media la
hiperpolarización en esta especie. 
En cuanto a los mecanismos moleculares que modulan el Em, se plantea que en espermatozoides de
ratón la hiperpolarización de la membrana ocurre río abajo de AMPc (Escoffier et al., 2015; Martínez-
López, 2009). En este contexto, se planteó que la inhibición de Src, cuya activación se estimula por
activación de PKA y bloquea la hiperpolarización inducida por la capacitación a través de la modulación
de  la  actividad  de  Slo3  (Stival  et  al.,  2015).  En  humano,  sin  embargo,  no  se  conocen  aún  los
mecanismos moleculares que controlan el Em. 
Por otra parte, en humano y ratón la participación de los canales de K+ es muy distinta. En el ratón las
corrientes de K+ en el espermatozoide (KSper) dependen del aumento de pHi. Esto se explica porque
la actividad de Slo3 depende la alcalinización del citoplasma (Santi et al., 2010; Schreiber et al., 1998;
Zeng  et  al.,  2011).  En  cambio,  en  humano,  KSper  es  independiente  del  pH,  sensible  a  [Ca++]i
(Mannowetz et al., 2013) y es inhibida por progesterona (Brenker et al., 2014; Mannowetz et al., 2013).
En espermatozoides humanos, se detectó SLO1 (Mannowetz et al., 2013; Mansell et al., 2014) y SLO3
(López-González  et  al.,  2014a;  Mansell  et  al.,  2014).  A  partir  de  las  propiedades  biofísicas  y
farmacológicas que se describieron con respecto a KSper, las corrientes parecen asemejarse a SLO1
ya que es un canal de potasio activado por Ca++ (Mannowetz et al., 2013). Sin embargo, recientemente,
se sugirió  que los  espermatozoides humanos capacitados poseen un tipo diferente de canal  SLO
(Mansell  et  al.,  2014) o  incluso  una  variante  de  SLO3  que  es  sensible  al  calcio  y  débilmente
dependiente del pH  (Brenker  et al.,  2014). Con respecto a la participación de SLO1 y SLO3 en el








humanos se capacitan en presencia de distintos inhibidores de SLO1 y SLO3, el Em de la población es
similar al de espermatozoides incubados en un medio no capacitante sin Ca++ (López-González et al.,
2014a).
En  cuanto  al  rol  del  transporte  de  Na+ en  la  regulación  del  Em,  estudios  previos  indican  que  la
permeabilidad  de  Na+ está  involucrada  en  el  establecimiento  del  potencial  de  reposo  de  los
espermatozoides murinos y que esta permeabilidad a Na+ se reduce durante la capacitación (Demarco
et al., 2003; Hernández-González et al., 2006). También se vio que en un medio libre de Na+, la adición
de  este  catión  induce  una  rápida  despolarización  en  el  Em  del  espermatozoide  y  que  esta
despolarización  es  bloqueada  por  EIPA,  un  análogo  de  amiloride  (Escoffier  et  al.,  2012).  Tanto
amiloride como EIPA son inhibidores farmacológicos de los canales epiteliales de Na+ (ENaC). 
Con respecto a ENaC, éste es un canal heteromultimérico compuesto de por la combinación de cuatro
subunidades: α, β, γ o δ (Kellenberger y Schild, 2002; de la Rosa et al., 2000). Las proteínas ENaC se
clonaron a principios de los años 90 (de la Rosa et al., 2000; Lingueglia et al., 1993). La disfunción de
ENaC  resulta  en  enfermedades  tales  como  la  hipertensión  hereditaria  sensible  a  la  sal  llamada
síndrome  de  Liddle,  el  síndrome  de  pérdida  de  sal  pseudohipo-aldosteronismo  tipo  I,  el  edema
pulmonar  y  la  fibrosis  quística (Fambrough  y  Benos,  1999;  Snyder,  2002).  Si  bien  hay  múltiples
proteínas ENaC expresadas en varios epitelios, el ENaC prototípico se cree que consiste en al menos
una subunidad α, una β y una γ que interactúan para formar un canal. De estos tres, la subunidad α-
ENaC es requerida para formar un canal funcional, mientras que β o γ solas no parecen formar el poro
del mismo.  En cuanto a la evidencia de la presencia de este canal en espermatozoides de ratón,
previamente se demostró la presencia de ENaC- α y ENaC- δ mediante  Western Blot  (Hernández-
González et al., 2006). Asimismo, registros de patch-clamp en espermatozoides testiculares detectaron
un componente sensible a amiloride consistente con la presencia de ENaC en estas células (Martínez-








En cuanto al  rol  del  ENaC en el  espermatozoide humano,  muy poco es lo  que se conoce de él.
Trabajos  anteriores  demostraron  la  presencia  de  la  subunidad  ENaC-β  en  el  testículo  humano
(Waldmann  et al., 1995). Otros mostraron la detección de ENaC-α en espermatozoides por Western
Blot y su detección por inmunocitoquímica en la pieza media de espermatozoides humanos  (Kong et
al., 2009). Estos últimos autores además muestran que el tratamiento de espermatozoides humanos
con EIPA, un inhibidor de ENaC, mejora la movilidad en donantes sanos y astenozoospérmicos.
La actividad del canal ENaC, a su vez, se encuentra muy asociada a otro canal denominado CFTR.
CFTR regula negativamente a ENaC  (Berdiev  et al.,  2009; Guggino y Stanton, 2006; Kunzelmann,
2003). De hecho, pacientes enfermos de fibrosis quísica (FQ), una enfermedad causada por falla en el
funcionamiento del canal CFTR, poseen los síntomas característicos de esta enfermedad por defectos
en el funcionamiento de ENaC. Por ejemplo, una de las primeras observaciones hechas de la fibrosis
quística  fue  que  el  sudor  de  los  niños  afectados  era  más  salado  que  los  niños  normales.  Esta
anormalidad en el transporte de sal se utiliza para la prueba de diferencia potencial nasal. En este
método diagnóstico, la detección clínica de esta enfermedad se basa en que en los pacientes con FQ
el epitelio nasal muestra una gran conductancia sensible a amiloride que no se ve en el epitelio nasal
de pacientes normales (Rowe et al., 2007). Luego, cuando los genes ENaCs y CFTR, fueron clonados,
fue posible evaluar directamente interacciones entre estas proteínas. Si bien hay muchos estudios
sobre el tipo de interacción entre ambas proteínas, aún el modo en que se relacionan no está claro:
unos trabajos hablan de una interacción indirecta, ya que plantea que desbalance del ión Cl -  por la
inhibición de CFTR induce la entrada de Na+  transportado por ENaC (Briel et al., 1998), otros de una
interacción mediante proteínas intermediarias (Hallows et al., 2000; Naren et al., 1999) y otros de una
interacción directa (Berdiev et al., 2009). A continuación, en la siguiente sección hablaremos con más
detalle del canal CFTR y sus funciones ya que será objeto de estudio de esta tesis. 








El gen CFTR se encuentra en el cromosoma 7 (7q31.2). Comprende 27 exones que abarcan más de
190 kb y codifica una gran glicoproteína transmembrana de 1480 aminoácidos (Riordan et al., 1989). El
CFTR  funciona  como  un  canal  iónico  selectivo  a  Cl- (Anderson  et  al.,  1991;  Bear  et  al.,  1992;
Tabcharani et al., 1993) aunque también transporta otros aniones con distintas permeabilidades (pBr-
≥pCl>pI>pHCO3-)(Anderson et al., 1991). Este canal es miembro de la familia de transportadores con
dominio de unión a ATP (transportadores ABC de “ATP-Binding Cassette”)  (Riordan  et al.,  1989) y
presenta una organización compleja (Fig. IG 6 A). Tiene dos regiones o dominios transmembrana (TMD
de “Transmembrane domain”, TMD1 y TMD2) cada una con 6 segmentos transmembranales (TMS1-6,
TMS 7-12 respectivamente), dos dominios de unión a nucleótidos cíclicos (NBD de “Nucleotide Binding
Domain”),  NBD1  y  NBD2 (Higgins  y  Linton,  2004;  Holland  y  Blight,  1999) así  como  un  dominio
regulatorio citoplasmático (R), único en los miembros ABC. Los TMS, TMS6 principalmente, así como
los TMS11 y TMS12 contribuyen a la formación del poro del canal  (Gong y Linsdell, 2003; McCarty,
2000).  Mientras que el  dominio NBD y el  dominio R controlan la  actividad del  canal  (GADSBY y
NAIRN,  1999).  Por  otro  lado,  la  presencia  del  dominio  R presenta  múltiples  sitios  potenciales  de
fosforilación por PKA, lo cual lo hace un canal dependiente de la concentración de AMPc (Bergerz et
al., 1993; Gadsby et al., 2006; Sheppard y Welsh, 1999; Sorum et al., 2015; Tabcharani et al., 1991).
También  el  dominio  R  puede  fosforilarse  por  proteínas  quinasas  del  tipo  C  (PKC),  aunque  la
fosforilación es mucho menos efectiva en activar el canal comparado con PKA (<10%)  (Baukrowitz et
al., 1994; Riordan et al., 1989). Hasta ahora, la mayoría de los sitios identificados para la fosforilación
por PKA están incluidos en el dominio R  (GADSBY y NAIRN, 1999)(Quinton, 1990). Comúnmente la
fosforilación por  PKA es  obligatoria  tanto  para el  mecanismo de apertura  del  canal  como para  la
asociación del ATP. La evidencia de ésto último reside en la observación de que agonistas de AMPc
incrementan la permeabilidad a Cl- en el epitelio normal pero no en epitelio FQ (Anderson et al., 1991).
También otras estudios mostraron que el  AMPc activa CFTR en sistemas de expresión heteróloga
(Tabcharani et al., 1991). La evidencia más directa, sin embargo, reside en el hecho de que el CFTR









IG 6 A Modelo   de   la   estructura   propuesta   para   el   regulador   de la conductancia 
transmembrana de la fibrosis quística (CFTR).  Esta proteína compleja está constituida por dos 
regiones homólogas (TMD-1 y TMD-2), las cuales contienen seis segmentos  
transmembranales   y un   dominio   de   unión   a nucleótidos  cíclicos  (NBD-1 y NBD-2) 
respectivamente,  separadas  por  el  dominio regulador (R). Los dominios TMD-1 y TMD-2 
forman el poro del canal. La fosforilación  del  domio  R  por  PKA tiene  un  efecto  
estimulatorio,  y  facilita  la  interacción  entre  los  NBDs  y  adenosina  de trifosfato (ATP). Esta 
fosforilación es un requisito para la apertura del canal, ya que si el dominio  R  no  está 
fosforilado,  el  canal  permanecerá  cerrado;  la fosforilación  de  dicho dominio puede 
revertirse por medio de fosfatasas intracelulares. Además, la apertura del canal  también  
requiere  de  la  hidrólisis  de  ATP  por  los  NBDs,  previa  fosforilación  del  dominio R 
(Modificado de Touré, 2017) B Izquierda: superposición de campo claro y e inmunohistoquíca 
con un anticuerpo anti-CFTR. Derecha: inmunohistoquíca con un anticuerpo anti-CFTR. Se 






 catalítica de PKA  (Bergerz  et al.,  1993).  De manera consistente se ha observado que durante la
fosforilación del dominio R por PKA ocurren cambios en la conformación tanto en el dominio R como en
la proteína completa  (Grimard et al., 2004). Otros de los mecanismos de regulación del CFTR incluyen
el Cl-, los cambios en el Em, así como interacciones proteína-proteína  (Riordan, 2005; Schwiebert et
al., 1998) y la regulación por la fosforilación de otras quinasas que activan (como la proteína quinasa
dependiente de cGMP, Src y Pyk2)  (Anderson et al., 1991) y otras que lo inhiben (AMPK)  (Stewart et
al., 2009; Yu  et al., 2009). La distribución de CFTR es bastante ubicua, incluso se encuentra en el
espermatozoide  humano.  En  2007,  2  laboratorios  detectaron  la  presencia  la  proteína  CFTR  en
espermatozoides humanos y de ratón maduros.  El  CFTR se muestra restringido al  compartimento
flagelar  de la pieza intermedia  (Hernández-González  et al.,  2007;  Xu  et al.,  2007a) y el  segmento
ecuatorial de la cabeza (Xu et al., 2007b). En nuestro laboratorio detectamos la presencia del mismo
en las mismas regiones (Fig.IG 6 B). 
Se  sabe  que  en  células  como  las  del  riñón,  pulmón,  intestino,  páncreas,  epidídimo  y  en
espermatozoide de ratón hay una interacción directa entre CFTR con algunos intercambiadores de la
familia  SLC26  (Solute  Carriers  family  26,  por  sus  siglas  en  inglés),  dando  como  resultado  un
incremento en la [Cl-]i (Fig.IG 5).  Los dos miembros de la familia SLC26 que se ha probado que el
CFTR interactúa de manera específica a través de proteínas de anclaje son: el SLC26A3 y el SLC26A6
(Chávez et al., 2012a). La interacción entre CFTR y los SLC26 está mediada por el dominio R del canal
y  el  dominio  STAS (Sulfate  Transporter  and  Anti-Sigma)  de  los  SLC26,  los  cuales  deben  de  ser
fosforilados (por PKA) para favorecer la interacción  (Gray, 2004; Ko  et al.,  2004).  Se ha probado
también  que  el  transportador  SCL26A8  (TAT1)  se  expresa  específicamente  en  la  línea  germinal
masculina, colocaliza con el canal CFTR, y estimula la actividad del mismo (Rode et al., 2012).
Además, existen otros módulos en el CFTR y en algunos miembros de la familia SLC26, que median la








cuales también favorecen la interacción entre CFTR-SLC26  (Lamprecht y Seidler, 2006; Voltz  et al.,
2007).
Como se ha mencionado anteriormente, la falla en el funcionamiento de CFTR da como resultado una
enfermedad autosómica recesiva llamada fibrosis quística. La FQ es la enfermedad genética letal más
común en la población caucásica, afectando a 1 de cada 2.500 recién nacidos (Castellani-Ceresa et
al., 1993; Lucotte et al., 1995). El transporte anormal de Cl- causado por la inactividad de CFTR en esta
enfermedad también  afecta  la  homeostasis  de  Na+ y  el  transporte  de  agua  a  través  del  epitelio,
resultando en secreciones espesas y viscosas (Quinton, 2007). La acumulación de moco en las vías
respiratorias disminuye eliminación mucociliar y conduce a infecciones crónicas e inflamación en el
pulmón. De hecho, las causas de muerte más comunes de esta enfermedad son las complicaciones
respiratorias a largo plazo y la insuficiencia cardiorrespiratoria. Por otra parte, la secreción anormal en
el  páncreas produce múltiples  problemas digestivos  y  malabsorción de nutrientes.  Además,  se  ha
informado que los pacientes con FQ presentan un deterioro de la fertilidad tanto en  mujeres como
hombres. Aproximadamente el 20% de las mujeres con FQ tienen un engrosamiento del moco cervical
y / o malnutrición  (Gilljam et al., 2000), retraso en la pubertad y amenorrea. El 97% de los hombres
con  FQ  es  infértil  debido  a  ausencia  bilateral  del  conducto  deferente  (CBAVD)  (Kaplan  et  al.,
1968) Esto representa aproximadamente el 2% de todos los casos de hombres infértiles y el 25% de
los pacientes con azoospermia secretora (Dubin y Amelar, 1971)
Desde su descubrimiento en 1989, se han identificado más de 1.950 mutaciones de este canal, la
mayoría correspondientes a mutaciones puntuales   (Fanen  et al.,  2014; Ferec y Cutting, 2012). La
mutación p.Phe508del es la más mutación frecuente en todo el mundo y se encuentra en casi el 70%
de los pacientes europeos con FQ (Castellani, 2009; Lucotte et al., 1995) En la población caucásica se
estima que 1 de cada 25 individuos es portador de una mutación para este canal   (Bobadilla  et al.,








la misma es de 1 cada 28 individuos  (Roqué et al., 2001). Dado que se observó que en una población
de hombres infértiles, la frecuencia de heterocigosidad para mutaciones del CFTR fue dos veces más
alta que para la población general, esto sugeriría que el mal funcionamiento de CFTR causa otras
formas  de  infertilidad  masculina (Schulz  et  al.,  2006),  tales  como  fallas  en  la  capacitación  del
espermatozoide. En el Capítulo II de esta tesis, esta hipótesis será estudiada con mayor detalle.
CAMBIOS DEL PH INTRACELULAR EN LA CAPACITACIÓN
De acuerdo a la literatura, se plantea que la homeostasis del pH intracelular de los espermatozoides
esté controlada por dos procesos: 1) el metabolismo del bicarbonato, y 2) transporte de protones.
1) Metabolismo de bicarbonato: transportadores de bicarbonato y anhidrasas carbónicas  Los cambios
en la [HCO3-]i pueden causar una alcalinización intracelular debido al equilibrio de la siguiente reacción:
H2O + CO2 ↔ HCO3-  + H+, la cual es catalizada por las anhidrasas carbónicas (CAs por sus siglas en
inglés) (Fig.IG 5). De acuerdo al principio de Le Chartelier, la dirección de la reacción depende de las
concentraciones de los sustratos. Un aumento en la [HCO3-]i, produciría una alcalinización intracelular,
al utilizar los protones para generar CO2 y agua. Dicho aumento puede ser causado por la acción de
transportadores localizados en la membrana plasmática, o bien, el CO2 que difunde libremente puede
ser transformado a HCO3- por acción de las CAs, y dependiendo de las concentraciones puede ser
utilizado nuevamente como sustrato de la reacción (Casey, 2006; Liu et al., 2012). Se ha reportado la
expresión de algunas de CAs en espermatozoides de humano y ratón, incluidas la CAI en la pieza
media (Ali Akbar et al., 1998; José et al., 2015)  y CAII en la cabeza y pieza media (José et al., 2015;
Mezquita, 1999; Parkkila et al., 1991). En ratones se ha encontrado la expresión de la CAIV en las tres
diferentes regiones del espermatozoide  (Wandernoth et al., 2010), la CAXII  (Halmi et al., 2004) y la
CAXIII en la cabeza y la pieza media (Lehtonen et al., 2004). La función exacta de las CA aún no se
conoce totalmente,  pero el  uso de bloqueadores generales contra estas enzimas generan efectos







Por  otra  parte,  como  se  ha  descripto  previamente,  el  CFTR acopla  su  funcionamiento  al  de  los
transportadores SLC26 (Fig.IG 5). Se reportó en espermatozoide de ratón que el funcionamiento de
este canal acoplado a SLC26A3 y SLC26A6 influyen en el pHi  (Chávez et al., 2012). Sin embargo, en
espermatozoides  humanos  no  se  ha  reportado  que  su  funcionamiento  esté  involucrado  en  este
proceso. El estudio de la influencia de estos transportadores sobre pHi será objeto de esta tesis.
2) El transporte de protones. En espermatozoides de ratón se ha encontrado la expresión de proteínas
pertenecientes a la familia de intercambiadores Na+/H+ (NHEs). Se ha reportado la expresión del NHE1
(Liu  et al.,  2010), específica en testículo,  y el  NHE2, (Chen  et al.,  2016;  Liu  et al.,  2010), ambos
localizados  en  la  región  del  flagelo.  Cabe  destacar  que  ratones  que  carecen  de  ambos
intercambiadores son infértiles (Okunade  et  al.,  2004;  Schuh  et  al.,  2004;  Al-Dossary  et  al.,  2015;
Andrews et al., 2015). Por otro lado, se ha encontrado la expresión de otro miembro de esta familia,
llamado intercambiador Na+/H+  específico del espermatozoide (sNHE) cuya localización también está
restringida al  flagelo,  y  su  ausencia  genera infertilidad  (Wang  et  al.,  2003). Por  lo  anterior,  se  ha
postulado  que  el  sNHE  es  la  entidad  principal  que  controla  el  pH i durante  la  capacitación  en
espermatozoides de ratón. En humanos, a pesar de que se ha reportado que la regulación del pHi
depende de la [Na+]e y que esta regulación es afectada por amiloride a concentraciones a las que
inhibe NHE (Garcia y Meizel, 1999), no se ha detectado la participación de este transportador en las
corrientes de protones del espermatozoide (Lishko et al., 2010). Por lo tanto, se postula que el canal
Hv1 es el principal responsable (Miller et al., 2015).
Hv1 el cual se encuentra restringido a la pieza principal. Dado que Hv1 se inhibe con Zn++,  Lishko y
colaboradores postulan que los bajos niveles de movilidad que presentan los espermatozoides dentro
del epidídimo y post-eyaculación se deben, entre otras cosas, a la alta concentración de Zn++ en este
órgano y en PS (Lishko et al., 2012, 2010)
Otras proteínas acarreadoras de protones que pueden participar en el  control  del pHi son algunas








mantener el balance de Ca++ intracelular mediante el bombeo de este ión hacia el espacio extracelular
(Singh y Rajender, 2015). Se ha demostrado que tras la hidrólisis de ATP, la PMCA permite el ingreso
de dos protones por cada Ca++ liberado hacia el exterior celular (Niggli et al., 1982), por lo cual puede
participar como un mecanismo de acidificación celular. Su localización es únicamente en la región de la
pieza principal, y así como el sNHE y otras proteínas y su ausencia genera infertilidad en ratones  (Al-
Dossary et al., 2015; Andrews et al., 2015; Okunade et al., 2004; Schuh et al., 2004). Asimismo, se ha
reportado la expresión de la bomba de protones vacuolar (V-ATPasa), la cual se postula como un
importante regulador del pH en el interior del acrosoma en espermatozoides de ratón  (Sun-Wada et
al., 2002),  su activación provocaría una acidificación intra-acrosomal, y la consiguiente alcalinización
citoplasmática. 
Por otra parte, como se mencionó anteriormente, se vio que la alcalinización del citoplasma depende
de la salida colesterol del espermatozoide humano (Cross, 1998). Si bien los efectos del colesterol en
pHi se han observado antes en plaquetas y fibroblastos (Poli de Figueiredo et al., 1991) y se vio que en
eritrocitos, el colesterol altera la actividad del NHE y de intercambiadores Cl -/HCO3-, aún se desconoce










MATERIALES Y MÉTODOS 
REACTIVOS
Los reactivos  se  obtuvieron  de  las  siguientes  fuentes:  Tripsina (T4799),  Pisum Sativum aglutinina
(PSA), Albúmina de Suero Bovino (BSA), ionóforo de calcio A23187 y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX),
2'-O-dibutiril  adenosín  monofosfato-3',5'  cíclico  (dbAMPc),  anti-β-tubulina  T4026,  se  adquirieron  de
Sigma (St. Louis, MO). Filtro de 3kDa Amicon Ultra-2ml, anti-fosfotirosina (pY) clon 4G10 de Millipore
Corporation (Temecula, EE.UU.); anti-pPKAs 100G7E clon y peroxidasa de rábano picante conjugado
(HRP)  de  IgG anti-conejo  de  Cell  Signaling,  (Danvers,  EE.UU.),  HRP IgG de Vector  Laboratories
(Burlingame, CA). 2',7'-bis-(2-carboxietil)-5-(y-6) carboxifluoresceína, éster de acetoximetilo (BCECF-
AM), s0859, TEA (cloruro de tetraetilamonio), 8-Bromo adenosín monofosfato-3',5' cíclico (BrAMPc),
BaCl2,  amiloride,  H89,  GlyH-101  y  inh-172  de  Cayman  Chemicals  (Ann  Arbor,  MI).  El  yoduro  de
propidio (PI),  los anticuerpos anti-mouse IgM FITC sc-2028,  anti-goat  IgG FITC, anti-SLC26A8 sc-
169331 con su péptido bloqueante sc-169331-P, anti-SLC26A6 sc-26728 con su péptido bloqueante
sc-26728-P y anti-SLC26A3 sc-34939 con su péptido bloqueante sc-34939-P de Santa Cruz (Santa
Cruz, EE.UU.).  El yoduro de 3,3-dipropylthiadicarbocyanine (DISC3(5)) y CoroNa Red de Invitrogen
(Carlsbad,  EE.UU.).  La  Eosin-Y  de  Biopack  (Buenos  Aires,  Argentina). El  péptido  sintético  de  la
fracción de semenogelina-2 fue encargada a BIOSinthesis (LewisVille, Texas)
MEDIOS DE CULTIVO DE ESPERMATOZOIDES
El medio no capacitante (NC) que se utilizó en este estudio fue HTF (Human Tubal Fluid) tamponado
con HEPES. Contiene KCl 4,7 mM, KH2PO4 0,3 mM, NaCl 90,7 mM, MgSO4 1,2 mM, glucosa 2,8 mM,
CaCl2 1,6 mM, piruvato de sodio 3,4 mM, Lactato de Sodio 60 mM, HEPES 23,8 mM. Todos estos







Para estudiar el papel de Cl-  en la capacitación NaCl, KCl, CaCl2 fueron sustituidos, respectivamente,
por el Gluconato de Sodio, Gluconato de Potasio y Lactato de Calcio (Sigma, St. Louis, MO) a las
mismas concentraciones.  El  medio no capacitante sin Cl- se  utilizó  para lavar  las células  en esta
condición. 
Para estudiar el papel de Na+ en la capacitación, el Lactato de Sodio fue removido del medio utilizando
como únicos sustratos energéticos el Piruvato de Sodio y la Glucosa a las mismas concentraciones
que en el medio HTF total. Por otro lado, el NaCl fue sustituido por Cloruro de Colina (Sigma, St. Louis,
MO)  a  distintas  concentraciones.  El  medio  no  capacitante  a  distintas  concentraciones de  Na+ fue
utilizado para lavar las células. Los medios capacitantes con o sin Na+  tienen la misma composición
que el medio no capacitante, pero con NaHCO3 25 mM y BSA 0,5% p/v (Sigma, St. Louis, MO).  En
todos los casos, el pH se ajustó a 7,4 con NaOH y para el HTF sin Na+ se ajustó a 7,4 con KOH.
En algunos casos, se utilizó medio no capacitante con el agregado de BSA 0,5% p/v para evaluar el
efecto de la ausencia de HCO3-  sobre distintos parámetros asociados a la capacitación, o medio con
BSA  0,5%  p/v  pre-incubada  durante  toda  la  noche  con  Sulfato  de  Colesterol  a  distintas
concentraciones.
Los medios capacitantes (CAP) con o sin NaCl o sin Cl-  tienen la misma composición que el medio no
capacitante, pero con NaHCO3 25 mM y BSA 0,5% p/v (Sigma, St. Louis, MO). 
MUESTRAS DE SEMEN
Los estudios propuestos para este Plan de Tesis fueron aprobados por el Comité de Etica del IBYME
“Dr Enrique Segura”.  Las muestras de semen se obtuvieron por  masturbación de donantes sanos
después de 3-5 días de abstinencia y se analizaron siguiendo las recomendaciones de la OMS (WHO,
2010).  En  todos  los  casos,  los  donantes  firmaron  un  consentimiento  informado  aprobado  por  la
Institución que se encuentra adjunto. Al menos 20 donantes fueron reclutados para realizar los estudios








Se controló que todas las muestras cumplan los criterios de normalidad de parámetros del semen
(volumen total de líquido, la concentración de espermatozoides, movilidad y viabilidad) según la OMS.
Las muestras fueron consideradas con parámetros seminales normales (normozoospérmicas) cuando
presentaron una concentración mayor o igual a 15x106 de espermatozoides/ml y una movilidad total
mayor o igual al 40% (WHO, 2010). El volumen del eyaculado se determinó mediante la utilización de
un tubo cónico de 15 ml graduado, la concentración y movilidad utilizando la cámara de Makler (SEFI
Medical Instruments Ltd, Haifa, Israel), y la viabilidad utilizando una coloración supravital con eosina Y
(0,5%  (p/v)  en  solución  fisiológica).  Para  la  determinación  de  la  viabilidad,  se  colocaron  en  un
portaobjetos 5 µl de semen y 5 µl de eosina-Y. Rápidamente, se colocó un cubreobjetos y se observó al
microscopio  de  campo  claro.  Aquellos  espermatozoides  que  incorporaron  el  colorante  fueron
considerados muertos, mientras que los espermatozoides no coloreados fueron considerados vivos. Se
contaron 200 espermatozoides por duplicado y se determinó el porcentaje de espermatozoides vivos.
Para  la  cuantificación  de  la  movilidad  y  la  concentración  se  colocó  una  alícuota  de  10  µl  de  la
suspensión  de  espermatozoides,  se  registraron  al  menos  4  campos  microscópicos  y  200
espermatozoides para cada condición. 
SEPARACIÓN Y CAPACITACIÓN DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS
Las  muestras  se  dejaron  licuar  durante  1  h  a  temperatura  ambiente.  A  continuación,  a  los
espermatozoides del eyaculado se los separó mediante la técnica de swim-up en medio NC a 37 °C
durante 1 hora. Esta última técnica se basa en la recuperación de los espermatozoides móviles por su
capacidad de nadar  en un medio  libre  de células,  colocado por  encima del  semen.  Luego de su
recuperación, se determinó la concentración y motilidad y se calculó el porcentaje de espermatozoides
recuperados  y  el  porcentaje  de  espermatozoides  mótiles  recuperados.  Los  espermatozoides
seleccionados móviles luego se lavaron 5 min 400 g y pre-incubaron en 250 μl de medio NC con








capacitante concentrado al doble en BSA y HCO3- se añadió a esa suspensión de modo tal que se llevó
la solución a una concentración final de células de 1-8 x106 células/ml. Posteriormente, para el caso de
que se capacite en presencia de HCO3-, se incubaron las células durante distintos períodos de tiempo a
37°C  en  una  atmósfera  de  5%  v/v  de  CO2  (el  medio  capacitante  fue  previamente  gaseado  con
atmósfera de CO2 durante 1 hora). Para el caso en que se incube en ausencia de HCO3-, las células se
incubaron en un bloque seco a 37°C. Si el medio CAP contenía sulfato de colesterol,  el medio se
preincubó durante toda la noche a 4°C en un agitador rotativo a velocidad constante el día previo al
ensayo. 
Los espermatozoides fueron capacitados 1 hora para evaluar la fosforilación de sustratos de PKA, 3
horas para fosforilación de sustratos en residuos de tirosina y la movilidad, 3 a 5 horas para evaluar el
pHi y Em, 5 horas para evaluar viabilidad, o 6 horas para evaluar exocitosis acrosomal.
Fig.MM1 Esquema de metodología de selección de espermatozoides humanos. 
SEPARACIÓN DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS PARA MEDIR SU ESTADO EN EL PLASMA SEMINAL
En los casos en que se quiso determinar el estado de fosforilación de sustratos de PKA o dosar el
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menos  de  1  célula  redonda  por  campo 40x.  Luego  de  dejarse  licuar  durante  1  h  a  temperatura
ambiente, el equivalente de volumen de 5 x 106 células se diluyó en 1 ml de PBS y se lavó dos veces
de 5 minutos a 400g para quitar los restos de plasma seminal. 
EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS E INMUNOBLOTTING 
Los  espermatozoides  se  lavaron  por  centrifugación  (5  min,  400  g)  en  0,5  ml  de  medio  NC,  se
resuspendieron en solución tamponada de muestra -Sample Buffer- (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, 2% p/v
de SDS, 10% v/v de glicerol)  y  se hirvió la  muestra durante 5 min.  Después de la  centrifugación
durante 2 min a 13.000 g, se añadió a los sobrenadantes 5% v/v ß-mercaptoetanol y 0,0005% p/v de
Azul de Bromofenol. Luego se hirvió de nuevo por 5 min. Cada extracto de proteína equivalente a 2-4 x
106 espermatozoides se sembró en cada carril, se separó por SDS-PAGE en geles de de poliacrilamida
10% p/v de acuerdo con el método de (Laemmli, 1970) y se transfirió a membranas de nitrocelulosa
(Towbin et al., 1979). Las membranas se bloquearon durante 30 minutos con 5% p/v de leche en polvo
sin  grasa  disuelto  en PBS con  0,1% v/v  de  Tween-20  (PBS-T)  y  se  incubaron durante  1  hora  a
temperatura ambiente con el  anticuerpo primario.  Luego de un lavado de 15 minutos y  tres de 5
minutos con PBS-T, se incubó otra hora más con el anticuerpo secundario correspondiente. 
Dependiendo  del  anticuerpo,  la  dilución  y  el  tiempo  de  incubación  que  se  usó.  Los  siguientes
anticuerpos se diluyeron en distintas concentraciones en PBS-T con 2% p/v de leche sin grasa: 1:5000
para  el  anti-pY,  1:3000  para  anti-pPKA,  1:5000  para  anti-ß-tubulina.  Los  anticuerpos  secundarios
correspondientes se diluyeron en 2% p/v de leche sin grasa en PBS-T: 1:3000 para ambos, anti-conejo
y  anti-ratón.  Las  bandas  reactivas  se  visualizaron  utilizando  una  solución  de  detección  de
quimioluminiscencia que consiste en solución tamponada 100 mM Tris-HCl de pH 8, ácido cumárico
205 μM, luminol 1,3 mM, 0,01% v/v H2O2 (Sigma, St. Louis, MO) y se expusieron frente a la película








10 minutos en solución tamponada stripping en 2% p/v de SDS, 0,67% v/v ß-mercaptoetanol y 62,5
mM de solución tamponada Tris pH 6,8. Se utilizó el software Image J 1.48k (NIH, EE.UU.) para el
análisis de las imágenes de Western Blot siguiendo las especificaciones de la Guía del usuario ImageJ,
IJ 1.46r (T. Ferreira, 2012). La densidad óptica de todas las bandas que se encuentren entre 150 kDa a
50 kDa se cuantificó y relativizó con respecto a la banda de ß-tubulina. 
Para  la  identificación  de  SCL26A3,  SLC26A6  y  SLC26A6  fue  necesario  seguir  un  protocolo  de
enriquecimiento membrana (Chávez,  2012) con algunas modificaciones.  Después de la separación
mediante swim-up de los espermatozoides, se agitaron en vortex durante 2,5 minutos 20 x 107 células
en 1 ml  de solución tamponada tampón Tris-HCl /  EDTA (Tris-HCl 50 mM [pH 7,5],  EDTA 1 mM)
suplementado con una mezcla de inhibidores de proteasas (P8340, Sigma, St Louis). Después de la
homogeneización, la muestra se sonicó tres veces durante 15 segundos en hielo a intervalos de 1 min.
Los restos celulares se centrifugaron 1000 g durante 10 min a 4°C y luego el sobrenadante se re-
centrifugó a 10.000 g durante 10 min a 4 °C. El precipitado resultante se desechó y el sobrenadante se
resuspendió en solución tamponada de muestra y se usó para SDS-PAGE y inmunotransferencia. Se
separaron extractos de proteínas equivalentes a 30 μl de la preparación por carril mediante SDS-PAGE
en  geles  que  contenían  poliacrilamida  al  8%  p/v  de  acuerdo  con  la  descripción  anterior.  Las
transferencias se bloquearon con BSA al 5% p/v en PBS-T durante 30 min a temperatura ambiente y
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo primario y secundario. Los
anticuerpos  primarios  anti-SLC26A3  y  anti-SLC26A6  se  diluyeron  en  PBS-T:  1:  1.000  y  el  anti-
SLC26A8 1: 500. Para el caso que se bloqueó el epítope del anticuerpo con péptido bloqueante, los
anticuerpos se preincubaron durante toda la noche a 4°C en un agitador rotativo a velocidad constante
el día previo al ensayo a una relación anticuerpo:péptido 1:10. Los anticuerpos anti-cabra secundarios
se diluyeron en PBS-T con BSA al 2%: 1: 50.000. Las bandas reactivas se visualizaron utilizando ECL








Para la identificación de la subunidad β ENaC, después de la separación mediante swim-up de los
espermatozoides, se lavaron 6 x 106 células a 400g 5 min con PBS y luego se resuspendieron en 50 μl
una solución tamponada RIPA (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5% p/v deoxicolato de sodio, 1% p/v NP-
40,  0,1% p/v SDS llevado a pH 8 con HCl) con inhibidor de proteasas (P8340, Sigma, St Louis). Se
sonicó con 3 pulsos de 10 segundos cada 1 minuto, luego se incubó en agua-hielo por 1 h y se volvió a
vortexear 3 veces. La solución se centrifugó a 700g 5 minutos a 4°C y al sobrenadante obtenido se le
agregó 5 μl del solución tamponada de muestra descripto anteriormente con 5% v/v ß-mercaptoetanol
y 0,0005% p/v de Azul de Bromofenol. Luego de hervir 5 minutos se sembró en un gel SDS-PAGE con
poliacrilamida al 8% p/v.  Las transferencias se bloquearon con BSA al 5% p/v en T - PBS durante 30
min a temperatura ambiente y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
primario y secundario. El anticuerpo primario anti- β ENaC se diluyó en BSA al 2% p/v en T-PBS 1: 50 y
el anticuerpo anti-mouse en BSA al 2% p/v en T-PBS 1:10000. Las bandas reactivas se visualizaron
utilizando ECL Select™ Western blotting detection reagent (GE, Healthcare).
MEDICIÓN DE AMPC
Luego  de  la  incubación  de  3-4  x  106 espermatozoides  en  500  μl  por  condición,  las  células  se
centrifugaron a 400g durante 5 minutos. Al precipitado se le agregó 1 ml de Etanol 96° a 0°C y se
guardó a 4°C hasta el momento de realizar el ensayo de medición de AMPc. Luego,  las muestras
fueron  evaporadas  en  baño  termostatizado  70-80°C  y  resuspendidas  en  solución  tamponada  de
ensayo 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0,1% BSA. La cuantificación del AMPc en las muestras se realizó
mediante una adaptación de la técnica de unión a proteína ligadora (Gilman, 1970) según (Davio et al.,
1995). La quinasa PKA se obtuvo de tejido muscular bovino a partir de la homogeneización de tejido en
solución tamponada fosfato 50 mM, pH 7,4 y EDTA 5 mM, trabajando en frío sobre baño de hielo. Se








en heladera. Posteriormente se precipitó con (NH4)2SO4 a 32,4 % p/v y se centrifugó a 16.000 g por 20
min. El precipitado obtenido se resuspendió en 6% del volumen inicial en solución tamponada fosfato 5
mM y se dializó durante dos días a 4°C en el mismo solución tamponada, se centrifugó a 27000 g por
20 min y el sobrenadante así obtenido se utilizó como fuente de proteína ligadora para el ensayo.
Luego se determinó la concentración óptima de proteína ligadora y se utilizó en una dilución capaz de
unir entre el 35 y 50% del trazador. 
El ensayo se realizó incubando 50 µl de [H3]-AMPc, 100 µl de la dilución adecuada de proteína ligadora
y 50 µl de los distintos estándares o muestras a analizar en tubos de vidrio por triplicado. Luego de 2 h
a 4°C se separó el  AMPc mediante el  agregado de 300 µl de una suspensión de carbón-dextrán,
seguido  de  15  min  de  incubación  a  4°C  y  centrifugación  a  3000  rpm  durante  15  min  a  igual
temperatura. Los sobrenadantes fueron transferidos a viales con solución centelladora. La actividad
unida se midió en un equipo de centelleo líquido. Para el cálculo de unión inespecífica se trabajó con
una concentración 1 mM de AMPc en el medio de incubación.. 
PREPARACIÓN DE PLASMA SEMINAL 
El plasma seminal (PS) fue centrifugado a 15.800 g durante 15 minutos a 4°C para quitar los restos
celulares. El PS desnaturalizado por calor se obtuvo sometiendo al PS por 20 minutos a 100ºC. El PS
degradado con Tripsina se obtuvo incubando 17.2 g de Tripsina/ ml de PS por 30 min a 37ºC, luego la
Tripsina fue neutralizada con 18.8 g de inhibidor de Tripsina (SBTI) / ml de PS 
Para  experimentos  con  proteínas  de  plasma seminal,  el  mismo  fue  precipitado  con  una  solución
saturada contenía 76 % p/v de  SO4(NH3)2 en agua hexadestilada a una temperatura de 20°C. Para
obtener el precipitado, el mismo fue tratado con 20% v/v de solución saturada de SO4(NH3)2 /PS y luego
centrifugando a 15.800 g durante 15 min a 4°C. Luego,  el  sobrenadante obtenido fue tratado con







concentración de proteínas obtenidas luego de este tratamiento de precipitaciones sucesivas fue de
6,04  mg/ml  sobre  38,5  mg/ml  originales  presentes  en  el  PS.  Las  proteínas  fueron  cuantificadas
siguiendo el método del kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (nº de catálogo 23225).
El  precipitado proteico fue separado por cromatografía de exclusión molecular  FPLC (Fast  protein
liquid chromatography). Para ello, el mismo fue resuspendido en la misma fase móvil de FPLC (Tris
20mM,  150mM NaCl,  pH 7.4).  Se utilizó  una columna Superdex 200 (GE Healthcare)  la  cual  fue
previamente lavada con tres volúmenes de H2O y tres de la solución tampón utilizada como fase móvil.
Se sembró el equivalente de 400 μl de plasma seminal. Las distintas fracciones fueron detectadas por
absorbancia a 280nm. Luego de la separación, las fracciones fueron reconcentradas con un filtro de 3
Kilodalton Amicon Ultra-2ml de Merk Millipore Ltd (Temecula, EE.UU.) y resuspendidas en medio CAP
para el ensayo.
Posteriormente, las proteínas de la fracción que conservaban actividad fueron analizadas por otro paso
de  exclusión  molecular  por  HPLC  acoplado  a  MALDI-TOF/TOF  en  el  Laboratorio  Nacional  de
Investigación y Servicios en péptidos y proteínas (LANAIS-PRO). Se realizaron cuatro cromatografías
en  un  equipo  LCQ-Duo  (ESI-IT)  de  TermoFisher  y  una  Bomba  Surveyor  de  TermoFisher  en  una
columna S-200. En la primer corrida la composición del solvente fue Ácido Fórmico 0.1% v/v. En la
segunda y tercera corrida la composición del solvente A ultilizado fue 0,1% de trifluoroacético y la B fue
0,08% trifluoroacético 80% acetonitrilo. El flujo fue de 200 μl/min. El protocolo de HPLC fue:
En la cuarta corrida la composición del solvente A ultilizado fue Acetonitrilo/Agua/Ácido acético (2:96:2
v/v) la del solvente B ultilizado fue Acetonitrilo/Agua/Ácido acético (2:96:2 v/v). El flujo fue de 40 μl/min.
El protocolo de HPLC luego de inyectar la muestra y pasar 2% B durante 9 minutos fue:
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Para la secuenciación de dos de los picos obtenidos en la corrida 1 se utilizó el Modelo 477A de
Applied Biosystems, por el método de degradación de Edman. 
ESTIMACIÓN DEL PH INTRACELULAR Y EL POTENCIAL DE MEMBRANA POR CITOMETRÍA DE FLUJO
El  potencial  de  membrana  plasmática  y  el  pH  intracelular  del  espermatozoide  fueron  estimados
utilizando la sonda fluorescente DiSC3(5) y BCECF-AM respectivamente según (López-González et al.,
2014). Después de 3 h de incubación en distintas condiciones, las muestras se centrifugaron a 400 g
durante 5 min, se resuspendieron en 500 μl de medio NC y la concentración se ajustó a 1 x 106
células/ml. Luego, las células se cargaron con 0,5 μM de BCECF-AM durante 10 min, se lavaron otra
vez y se resuspendieron en 500 μl de medio NC. Posteriormente se fraccionaron dos alícuotas de la
misma muestra: una se utilizó para el ensayo de pHi y la otra para el ensayo de Em. Para la estimación
del pHi, se añadieron 50 nM de IP 30 segundos antes de la recolección de datos para controlar la
viabilidad (Fig. MM 2). Para los ensayos de potencial de membrana la suspensión de células se cargó
con 50 nM DiSC3(5), durante 3 min previo registro en el equipo. Los datos fueron registrados como
eventos celulares individuales utilizando un citómetro de FACSCanto II  TM (Becton Dickinson).  Se
obtuvo un mínimo de 20.000 eventos por muestra. Las células positivas para BCECF-AM se detectaron
usando  el  filtro  de  isotiocianato  de  fluoresceína  (FITC;  530/30),  y  para  PI,  el  filtro  para  Peridinin
chlorophyll PerCP (670LP). Teniendo en cuenta que BCECF-AM solamente se incorpora en las células
vivas, se utilizaron células positivas para BCECF-AM para controlar la viabilidad de DiSC3(5). Las
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Fluorescencia de BCECF-AM (UA)
Fig MM.2 Se midieron los cambios de pHi en el espermatozoide humano usando DiSC3 (5) y 
BCECF-AM. A Para la estimación de pHi, se recogieron datos de fluorescencia de dispersión 
directa (FSC) y dispersión lateral (SSC) de 20.000 eventos por muestra. Los niveles de umbral para 
FSC y SSC se establecieron para excluir señales de desechos celulares o morfología anormal para 
todas las muestras. B Las células cargadas con 0,5 μM de BCECF-AM y 50 nM de IP se recogieron 
usando láseres de Peridinin chlorophyll PerCP (670LP) y de isotiocianato de fluoresceína FITC 
(530/30). Se utlizó IP para determinar la viabilidad, nótese que BCECF-AM sólo se incorpora en 
células vivas (Q3). C y D Se analizaron los espermatozoides no teñidos con IP para FITC para 
estimar el pHi. E Histograma del porcentaje de la fluorescencia máxima (% Max) frente a la 
fluorescencia de BCECF-AM antes y después de la adición de NH4Cl (20 mM). La adición de NH4Cl 






























 células positivas para DiSC3(5) se detectaron usando el filtro de aloficocianina (APC) (660/20)  (Fig.
MM 3). Los datos fueron analizados mediante FACS Diva y el software FlowJo (Tree Star 7.6.2) 
ESTIMACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE NA+ INTRACELULAR POR CITOMETRÍA DE FLUJO
La concentración de Na+ intracelular de los espermatozoides se evaluó usando colorante CoroNa Red
de  acuerdo  con  (Escoffier  et  al.,  2015).  Brevemente,  después  de  5  h  de  incubación  en  medio
capacitante, las muestras se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos, se resuspendieron en 500 μl de
medio NC y la concentración se ajustó a 1 x 106 células / ml. A continuación, las células se cargaron
con 2 μM Corona Red durante 20 minutos y a los últimos 10 se agregó 0,5 μM de BCECF-AM, se
lavaron de nuevo y se resuspendieron en 500 μl de medio no capacitante. Para realizar el análisis sólo
en células viables, se eligió la población positiva para BCECF. Los datos se registraron como eventos
celulares individuales usando un citómetro  BD LSRFortessa TM (Biosciences;  Becton,  Dickinson y
Company). Se recogieron datos de fluorescencia de dispersión directa (FSC) y dispersión lateral (SSC)
de 20.000 eventos por muestra. Las células positivas para CoroNa Red se recogieron utilizando el filtro
para ficoeritrina (PE; 575/26) y para BCECF-AM con el filtro de isotiocianato de fluoresceína (FITC;
530/30). Los datos se analizaron utilizando FACS Diva y FlowJo software (Tree Star 7.6.2) (Fig. MM 4).
ESTIMACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE CA++ INTRACELULAR POR CITOMETRÍA DE FLUJO
Los cambios de Ca++intracelular en el espermatozoide se evaluaron con la sonda Fluo-4 AM. Después
de la incubación en el medio apropiado, las muestras se centrifugaron a 400 x g durante 5 min a
temperatura ambiente y se volvieron a suspender en 200 μl de Fluo-4 AM 1 μM y ácido plurónico al
0,02% en medio NC durante 20 min a 37°C. Las muestras se lavaron y se resuspendieron en 50 μl de
medios  NC.  Antes  de  recolectar  datos,  se  añadió  2ng/μl  de  ioduro  de  propidio  para  controlar  la







































Fig MM.3 A Para el ensayo de Em, se recogieron datos de fluorescencia de dispersión directa 
(FSC) y dispersión lateral (SSC) de 20.000 eventos por muestra. Los niveles de umbral para FSC 
y SSC se establecieron para excluir señales de desechos celulares o morfología anormal para 
todas las muestras. Debido a que la compensación entre PI y DiSC3 (5) fue difícil de realizar y 
teniendo en cuenta que BCECF-AM sólo se incorpora en células vivas, células positivas para 
BCECF-AM se utilizaron para controlar la viabilidad de DiSC3 (5). B Las células cargadas con 0,5 
µM de BCECF - AM y 50 nM de DiSC3(5) se evaluaron usando láseres APC y FITC. C y D Los 
espematozoides que presentaban fluorescencia para BCECF se analizaron para APC para estimar 
el Em. E Histogramas de porcentaje de la fluorescencia máxima (% Max) frente a DiSC3 (5) antes 
y después de la adición del ionóforo de K+ valinomicina (1 μM). La adición de valinomicina en el 
espermatozoides recogidos después del swim up (t0 = antes de la capacitación) indujo una 
hiperpolarización del potencial de la membrana.
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Fig MM.4 A Para estimar la [Na+]i, se recogieron datos de fluorescencia de dispersión directa (FSC) y 
dispersión lateral (SSC) de 20.000 eventos por muestra. Debido a que BCECF-AM sólo se incorpora en 
células vivas, células positivas para BCECF-AM se utilizaron para controlar la viabilidad de CoroNa 
Red. B Las células cargadas con 0,5 µM de BCECF - AM y 2 μM CoroNa Red se evaluaron usando 
láseres FITC y PE. C y D Los espematozoides que presentaban fluorescencia para BCECF-AM se 
analizaron para CoroNa Red para estimar  la [Na+]i. E Campo claro (CC) e imagen de epifluorescencia 
de CoroNa Red y superposición de ambas imágenes. F Histogramas de porcentaje de la fluorescencia 
máxima (% Max) frente a CoroNa Red antes y después de la adición de CCCP (1 μM). G Histogramas 
de porcentaje de la fluorescencia máxima (% Max) frente a CoroNa Red antes y después de la adición 
de Ouabaína (1 μM). 64
MATERIALES Y MÉTODOS
LSRFortessa  TM (Biosciences;  Becton,  Dickinson  y  Company).  La  dispersión  lateral  (SSC-A)  y  la
dispersión directa (FSC-A) fueron recolectados de 20,000 eventos por muestra para definir la población
de  espermatozoides  como  se  describió  anteriormente.  Las  células  positivas  para  Fluo-4  AM  se
recogieron usando el filtro para isotiocianato de fluoresceína (FITC; 530/30) y para PI el filtro para
peridinina clorofílica PerCP (670LP). Los datos se analizaron con el software FlowJo (V10.0.7). 
ANÁLISIS DE LA MOVILIDAD ESPERMÁTICA POR COMPUTER ASSISTED SEMEN ANALISIS 
Las alícuotas de 5 μl de suspensión de espermatozoides se colocaron en una cámara de Makler pre-
calentada a 37°C. El análisis CASA se realizó utilizando un analizador de imagen digital Hamilton-
Thorne (v.10.8s HTR-IVOS; Hamilton-Thorne Research, Beverly, MA). Los ajustes utilizados para el
análisis fueron los siguientes: cuadros adquiridos: 30; frecuencia de cuadros: 60 Hz; contraste mínimo:
85; tamaño de celda mínimo: 4 píxeles; umbral de rectitud: 80%; valor mínimo de corte de la velocidad
de paso (VAP): 5 μm/s-1; valor medio de corte de VAP: 25 μm /s-1; tamaño de la cabeza en no móvil: 12
píxeles; intensidad de la cabeza no móviles: 130 píxeles; tamaño de la cabeza en estáticos: 0,68-2,57
píxeles; intensidad de la cabeza estáticos: 0,31-1,25 píxeles; y alargamiento, estáticos: 23-100 píxeles.
Se utilizó la función de playback de la HTR fue utilizada para identificar con precisión las células de
espermatozoides móviles y immóviles. El criterio para la detectar espermatozoides hiperactivados fue






Fig.MM 5: Esquema de la terminología de las variables medidas por el sistema CASA.[Extraído de (WHO, 2010)]
1. VCL, velocidad curvilínea (μm/s). Tiempo de la velocidad promedio de una cabeza de espermatozoide a lo
largo de su trayectoria curvilínea real, tal como se percibe en dos dimensiones en el microscopio. Una medida del
vigor celular. 2. VSL, velocidad lineal (rectilínea) (μm /s). Velocidad promediada en el tiempo de una cabeza de
espermatozoide a lo largo de la línea recta entre su primera posición detectada y su última. 3. VAP, velocidad de
trayectoria media (μm/s). Velocidad promediada en el tiempo de una cabeza de espermatozoide a lo largo de su
trayectoria  promedio.  4.  ALH,  amplitud  del  desplazamiento  lateral  de  la  cabeza  (μm).  Magnitud  del
desplazamiento lateral de una cabeza de espermatozoide alrededor de su trayectoria promedio. 5. LIN, linealidad.
La linealidad de una trayectoria curvilínea, VSL / VCL. 6. WOB, tambaleo. Una medida de la oscilación de la
trayectoria real sobre el promedio ruta, VAP / VCL 7. STR, rectitud. Linealidad de la vía media, VSL / VAP. 8. BCF,
frecuencia lateral de batido (Hz). La tasa promedio a la que el camino curvilíneo cruza la trayectoria media. 9.
MAD, desplazamiento angular medio (grados). Los valores absolutos promediados en el tiempo del ángulo de
giro instantáneo de la cabeza del esperma a lo largo de su trayectoria curvilínea.
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
Los espermatozoides humanos fueron secados previamente en un portaobjetos recubierto con poli-L-
lisina (0,02% p/v) y luego fijados con paraformaldehído al 4% p/v en PBS durante 15 min a temperatura
ambiente. Luego se lavaron a 400g durante 5 minutos con PBS. Posteriormente los portaobjetos con
las células fijadas fueron bloqueadas con 10% p/v de BSA en PBS-T 1h a temperatura ambiente, para




disueltos en PBS-T con BSA 1% a 4°C durante toda la noche.  Por último, fueron incubados 1 hora a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes (1:200 para anti goat IgG y
anti mouse IgM) conjugados a FITC, montados con Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA)
y examinados en un Microscopio confocal Zeiss Axioskop (60x).
EXOCITOSIS ACROSOMAL
Espermatozoides humanos incubados por 6 horas en las distintas condiciones, fueron lavados a 400g
durante 5 min. Luego se los resuspendió en 600 µl de medio NC y se fraccionó la muestra en las
distintas condiciones (inducidos, no inducidos, o inducidos con tratamiento). Para inducir la exocitosis
acrosomal se utilizó 10 μM de ionóforo de calcio A23187 o 10 μM tapsigargina en medio NC por 45 min
(Köhn et al., 1997). Como control se utilizó el vehículo del A23187, DMSO. Luego de la incubación con
los inductores, los espermatozoides se fijaron en 2% p/v de paraformaldehído en PBS, se tiñeron con
100 μg/ml de FITC-aglutinina de Pisum Sativum (PSA, Sigma) disuelta en PBS, y se observó bajo un
microscopio Nikon Eclipse Ti equipado con óptica de epifluorescencia (60X). Los espermatozoides se
cuantificaron como intactos cuando se observó una tinción brillante en el acrosoma, o como acrosoma








Fig.MM 5: Ejemplo de espermatozoides teñidos con la técnica FITC-aglutinina de Pisum Sativum donde se ven
espermatozoides teñidos en la región acrosomal, considerados como no reaccionados (nr) y espermatozoides
con tinción restringida al segmento ecuatorial o no observada (rx). 
ENSAYO DE HINCHAZÓN OSMÓTICA 
El  ensayo  se  realizó  como  se  describe  en  el  manual  (WHO,  2010).  Se  preparó  la  solución  de
hinchamiento preparando una mezcla 1:1 de solución A (1,47g de citrato de sodio en 100ml de H2Od)
con la solución B (2,7 g de glucosa anhidra en 100 ml de H2Od). Se agregó luego a 0,1 ml de muestra,
1ml la solución de hinchamiento a 37 ° C por 30 minutos. Se examinaron los espermatozoides con un
microscopio de contraste de fase a 400x. La hinchazón de los espermatozoides se identificó como
cambios en la forma de la cola, siguiendo el criterio de (WHO, 2010) y se expresó como el porcentaje
de células hinchadas sobre el total.










Ovocitos de  Xenopus laevis  fueron inyectados con  50nl de RNAc de  SLO1 y  SLO3 humano y los
ensayos  se  realizaron  5  días  después  de  la  inyección.  SLO3  se  inyectó  conjuntamente  con  la
subunidad gamma de la  LRRC52  que facilita la expresión del canal en los sistema heterólogos. Los
registros se realizaron en medio ND96 (96 mM de NaCl, 2 mM de KCl, 1,8 mM de CaCl2, 1 mM MgCl2,
5 mM HEPES, pH 7,5). 
Mediante la técnica de dos electrodos, se aplicaron pulsos de voltaje (de -100 a 80 mV) en incrementos
de 10 mV desde un potencial de retención de -70 mV. Las pipetas de registro se llenaron con KCl 3 M.
Se aplicó mediante perfusión continua s0859 5 uM y TEA 5 mM para SLO1 o BaCl2 1 mM para SLO3 a
la cámara de registro. Los registros se adquirieron y se analizaron con pClamp 9.0 (Molecular Devices)
como fue descripto en (Li et al., 2017). 
ELECTROFISIOLOGÍA
El cultivo celular y la expresión transitoria de los canales SLO3 junto con la subunidad gamma del
LRRC52 se realizó como fue descripto previamente (Sánchez-Carranza et al., 2015). Las células CHO
se colocaron en un microscopio invertido (Diaphot 300,  Nikon).  El  amplificador Axopatch 200 B se
utilizó para registrar las corrientes de membrana y la digitalización de las corrientes iónicas se realizó
con una interfaz Digidata 1550 (Molecular Devices, Sunnyvale, EE.UU.). Las soluciones de registro
extracelular contenían: NaCl 140 mM, KCl 5,4 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 1,8 mM, Glucosa 10 mM y
HEPES 5 mM. La solución intracelular de registro contenía: K-Aspartato 130 mM, NaCl 10 mM, CaCl2
0,5 mM y 10 mM de HEPES. La osmolaridad se ajustó a 310 y 290 mosmol/kg con Dextrosa para las
soluciones externa e interna, respectivamente. En ambos casos, el pH se ajustó a 7,4 y 7,3 con NaOH
o KOH para soluciones externas e internas, respectivamente. Las pipetas de vidrio de borosilicato
fueron tensadas con un puller laser de micropipetas  P-2000 (Sutter Instruments Co; Novato, USA). La








adición del inhibidor a la solución extracelular se realizó manualmente y se probó el efecto después de
tres minutos de incubación.
CÁLCULOS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Los resultados fueron expresados como el valor medio ± el error estándar de la media (ESM) para
todas las determinaciones. Los cálculos se realizaron en hojas de cálculo del software Libre Office
4.3.2.2 y el análisis estadístico se realizó con GraphPad Prism versión 6.00 para Windows, GraphPad
Software (San Diego, CA, EE.UU.).
Para resultados no normalizados, el análisis estadístico fue realizado mediante Análisis de Varianza
(ANOVA) y la prueba de comparaciones múltiples de Dunnet. Para el caso de resultados normalizados,
ésto fueron comparados con el valor medio de la determinación utilizada como referencia (1 o 100)
mediante la prueba t para una muestra (one sample t-test). La significancia estadística se indica en las
leyendas de las figuras respectivas. Diferencias que resultaron en valores del estadístico p menores a






VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DEPENDIENTES DE ENTRADA DE HCO 3– Y LA INFLUENCIA DE FACTORES





Sesenta años atrás, M.C. Chang descubrió que cuando a espermatozoides de conejo capacitados se
los expone al plasma seminal son incapaces de fertilizar ovocitos in vivo (Chang, 1957). Los resultados
de este experimento tuvieron un fuerte impacto en el estudio de la capacitación de espermatozoide,
que  (Austin,  1952;  Chang,  1951) habían  descubierto  seis  años  atrás.  Como  se  mencionó  en  la
introducción  general  de  esta  tesis,  la  capacitación consiste  en  una  serie  de  complejos  cambios
celulares y  bioquímicos  (Gadella  et  al.,  2008;  Okabe,  2013;  Visconti  et  al.,  1995a). Dentro de los
cambios bioquímicos que se dan durante este proceso, puede mencionarse la reducción del contenido
de colesterol que resulta en una disminución en la rigidez de la membrana plasmática y re-arreglos y/o
modificaciones  en  el  contenido  de  lípidos  y  proteínas  de  membrana.  Estas  alteraciones  en  las
propiedades de la membrana plasmática quizá expliquen a su vez el aumento de la concentración de
Ca++ y HCO3–  durante la capacitación. Estos iones activan a la adenilato ciclasa soluble  ADCY10 y
causan el consiguiente aumento de AMPc y la activación de PKA. En espermatozoides de ratón, se
demostró que aparte de activar a la  ADCY10, por tratarse de un anión, la entrada de HCO3–  podría
causar un aumento en la diferencia de potencial de membrana (Em) (hiperpolarización), dependiendo
de la presencia de Na+ en el medio externo (Demarco et al., 2003). Por otra parte, por tratarse de una
base,  también contribuye al  aumento del pHi durante la capacitación  (Zeng  et al.,  1995;  Liu  et al.
2012B; Nishigaki et al., 2014b) (Fig.IG 5).
En  cuanto  a  los  cambios  celulares  que  ocurren  durante  la  capacitación,  como  fue  descripto
anteriormente, el espermatozoide adquiere la capacidad de sufrir la exocitosis acrosomal (EA)  (Dan,
1952) y desarrollar la movilidad hiperactivada (Suarez, 2008). Los cambios fisiológicos mencionados se







Cuando se trabaja in vitro con espermatozoides epididimarios de ratón, el modelo animal más utilizado
en estudios de reproducción en mamíferos, la primera exposición a alta concentración de HCO3– ocurre
cuando se los enfrenta al medio capacitante. Sin embargo, en espermatozoides eyaculados, la primera
exposición a altas concentraciones de HCO3– (~25 mM en humano, toro, rata, ratón y perro) ocurre por
el contacto de plasma seminal (PS) durante los 30 a 60 min del tiempo de liquefacción (Okamura et al.,
1985).  Luego  de  salir  del  eyaculado,  los  espermatozoides  siguen  exponiéndose  a  elevadas
concentraciones de HCO3– en el tracto femenino (~20 a 60 mM) (David et al., 1973; Hamner y Williams,
1964; Vishwakarma, 1962). Sin embargo, a pesar de que la alta concentración de HCO3– favorecería la
activación de vías de señalización asociadas a la capacitación es conocido que el PS posee un efecto
decapacitante (Bechoua et al., 2011; Cross, 1996; Drisdel et al., 1995; Kanwar et al., 1979; Tomes et
al.,  1998;  Zaneveld  et  al.,  1971).  Se cree que este efecto puede deberse a  su alto  contenido de
colesterol (Bechoua et al., 2011; Cross, 1996) o de proteínas que actúen como factores decapacitantes
(Bedford  y  Chang,  1962;  Zaneveld  et  al.,  1971) (Fig.  IG  3).  Por  lo  tanto,  la  exposición  del
espermatozoide al PS resulta en un equilibrio entre efectos que favorecen la activación de vías de
señalización  en el  espermatozoide,  pudiendo  preparar  al  mismo para  la  capacitación  en  el  tracto
femenino y otras que lo inhiben, denominados factores decapacitantes del PS.
HIPÓTESIS DE TRABAJO
Las altas concentraciones  de  HCO3–  del plasma seminal activan parcialmente la vía de señalización
AMPc-PKA asociada a la capacitación. Las proteínas del plasma seminal son factores que participan








Evaluar  los  mecanismos  de  activación  de  vías  de  señalización  asociadas  a  la  capacitación
dependientes de entrada de HCO3–  en el plasma seminal y en el medio capacitante en presencia de
factores decapacitantes del plasma seminal.  
RESULTADOS
EXISTE UNA ACTIVACIÓN INICIAL DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN AMPC/PKA DESDE
EL CONTACTO DE LOS ESPERMATOZOIDES CON EL PLASMA SEMINAL
Para comenzar con nuestro estudio,  evaluamos la activación de la vía de señalización AMPc/PKA
antes y durante la incubación de las células en medio capacitante (CAP). Para ello, luego del swim up
(t0) y a distintos tiempos de capacitación (20’, 40’, 1h, 2h, 3h, 5 h) se estimó la activación de PKA y de
tirosina quinasas (TK) mediante Western Blot utilizando anticuerpos contra las respectivas secuencias
fosforiladas. Para estimar la actividad de PKA, se utilizó un anticuerpo anti-pPKAs que reconoce el
motivo  consenso  PKA-fosforilado  (Arg-Arg-X-pSer/pThr),  y  para  estimar  la  de  Tyr,  se  utilizó  un
anticuerpo generado como anti-fosfotiramina-KLH  (Battistone  et al.,  2013b;  O’Flaherty  et  al.,  2004;
Osheroff et al., 1999; Visconti et al., 1995c). Como se observa en la Fig. 1.1 A, tal como se esperaba, a
medida que transcurre el tiempo de capacitación, la fosforilación de sustratos de PKA (pPKA) y la de
residuos en tirosina (pY) fue cada vez mayor. Sin embargo a t0 se pudo observar un nivel elevado de
fosforilación inicial de los sustratos de PKA, ya que si bien es menor, se asemeja a los niveles de pPKA
que se llegan durante la capacitación. En este caso, el nivel de fosforilación observado corresponde a
espermatozoides que no han estado en contacto con el medio CAP, ya que el  swim up se realizó en
medio sin HCO3– y sin BSA. 
En virtud de la elevada actividad de PKA observada a t0 en comparación con el medio CAP, decidimos
evaluar los niveles de AMPc ya que el mismo es dependiente de la actividad de ADCY10. Los niveles
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Fig 1.1 Existe una activación inicial de la vía de señalización AMPc/PKA desde antes del contacto de los 
espermatozoides con el medioCAP. A Ejemplo de cinética de pPKA y pY de espermatozoides humanos 
incubados en medio HTF. Se procesaron alícuotas de cada condición para Western Blot con anticuerpos 
anti-pPKA o anti-pY (parte superior) y después se re incubaron con un anticuerpo anti-β-tubulina para el 
control de carga (parte inferior). t0: espermatozoides incubados luego de 1 hora de swim up en medio no 
capacitante o NC (sin BSA sin HCO3–) y en ausencia de CO2. Nótese la fosforilación inicial de pPKA a t0. 
Luego los spz fueron incubados por 20 ó 40 min o 1, 2 ó 3 horas en medio capacitante (CAP). B Cinética 
de concentración de AMPc por millón de espermatozoides antes (t0) y después del agregado de medio 
CAP o NC. ** vs t0 p<0,01 n=4 ANOVA de dos vías, Dunnet post test. C Cinética de pPKA luego de 
esperar la licuefacción del semen por 1 hora a tempratura ambiente (t0), y1, 2 y 3 horas de incubación en 
el mismo semen a 37°C.  






















previo contacto con el HCO3– del  plasma seminal (PS) Fig. 1.1 B. Sin embargo, la exposición con
medio  CAP (HTF  con  BSA con  HCO3–)  generó  un  aumento  significativo  con  respecto  a  t0  en  la
producción de AMPc que fue transitorio y no fue significativo cuando se estimuló con medio NC (HTF
sin BSA ni HCO3–).  Este resultado indica que la vía de producción de AMPc puede re-estimularse
cuando se vuelve a agregar HCO3–, algo similar a lo que ocurriría con las altas concentraciones de
HCO3– en el tracto femenino. 
Si bien otros autores también han descripto una activación de PKA previo a la capacitación (Lefièvre et
al., 2002; O’Flaherty et al., 2004) no se ha mostrado la actividad de la misma en semen humano. En la
Fig. 1.1 C vemos que las células contenidas en el eyaculado ya mantenían desde el PS una actividad
de PKA basal y esta actividad se mantuvo en el tiempo. En apoyo a esta observación, la concentración
de AMPc en células del eyaculado fue determinada en dos experimentos independientes y resultó en
1,47 y 0,81 pmol/106spz. Este valor al ser mucho mayor al que se observó al separar las células del PS
en medio no capacitante (AMPc de t0: 0,086±0,024 pmol/106spz),  podría indicar un estímulo de la
producción o una inhibición de la degradación del AMPc en presencia de PS. 
 LA  PRESENCIA  DE HCO3– Y  DE  BSA SON  NECESARIOS  PARA  MANTENER  LA
VIABILIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES
Dado que  la  activación  de PKA depende de  la  presencia  de HCO3–  y  de BSA en  el  medio  CAP
(Osheroff  et al., 1999) para eliminar entonces estimulación inicial de PKA, incubamos las células en
medio no capacitante (NC), sin HCO3–  ni BSA. En la Fig. 1.2 A se muestran dos ejemplos de donantes
distintos: uno presentó un nivel de pY muy similar tanto en medio NC o CAP (Fig. 1.2 A izquierda) y el
otro un nivel menor de pY en el NC con respecto al CAP (Fig. 1.2 A derecha).El donante que presentó
un nivel de fosforilación menor, tuvo a su vez menor viabilidad (Fig. 1.2 A panel inferior). En la figura
Fig. 1.2 B se muestra que efectivamente existió una correlación positiva de los individuos entre la pY y












































Fig 1.2  El HCO3– y la BSA  son necesarios para mantener la viabilidad de los espermatozoides. A Ejemplo 
de dos donantes cuyos espermatozoides se incubaron en medio capacitante (CAP) o no capacitante (NC). La 
viabilidad determinada con eosina Y fue menor para el que presentaba menor pY (panel derecho).  B Correlación 
del porcentaje de movilidad (izquierda) y de viabilidad  determinada con eosina Y (derecha) de NC relativa a 
CAP, con la pY relativa a CAP. m es la pendiente de la recta de regresión lineal a la que se ajustaron los datos 
experimentales. Cada punto representa un experimento independiente. C Distibución de la viabilidad y la 
movilidad para la condición CAP y NC. *** p<0,001 t-test. D Análisis por citometría de flujo de la viabilidad celular 
con ioduro de propidio (IP). Izquierda: Se recogieron datos de fluorescencia de dispersión directa (FSC) y 
dispersión lateral (SSC) de 20.000 eventos por muestra. Izquierda:Los niveles de umbral para FSC y SSC se 
establecieron para excluir señales de restos celulares o morfología anormal para todas las muestras.  Derecha: 
Las células cargadas con 50 nM de IP, incorporen o no el colorante no cambian el parámetro SSC-A. E 
Izquierda: Ejemplo de células incubadas en medio NC presentan 40,5% de viabilidad. Derecha: Ejemplo de 
células del mismo donante en el mismo experimento incubadas en medio CAP presentan 76,5% de viabilidad. 
Los histogramas sombreados corresponden a células control sin teñir.









viabilidad de los espermatozoides fue significativamente menor luego de la incubación de 3 horas en el
medio NC cuando se lo comparó con el CAP (Fig. 1.2 C). Para corroborar este resultado, evaluamos
la viabilidad por otro método distinto a la eosina-Y. Evaluando la incorporación de ioduro de propidio
(IP) por citómetría de flujo (Fig. 1.2 D y E). En la Fig. 1.2 D se muestra el criterio de selección de
células  y  los  pasos  de  análisis  de  citometría  para  cuantificar  la  viabilidad.  Por  esta  metodología
también  se  observó  una  menor  viabilidad  para  la  condición  NC  (Fig.  1.2  E).  De  esta  manera,
demostramos que en nuestras condiciones la  presencia de BSA y HCO3–  son fundamentales para
mantener la viabilidad de los espermatozoides. 
EL  EFECTO  INHIBITORIO  DEL  PS  SOBRE  PY  SE  DEBE  PRINCIPALMENTE  A  UNA
ENTIDAD PROTEICA
Hasta ahora demostramos que en las células en contacto con el PS existe una elevada actividad de
PKA basal  aunque  menor  que  el  que  se  observa  con  el  agregado  de  medio  CAP.  Este  efecto
planteamos que se debe probablemente a la alta concentración de HCO3–  presente en el fluido. Sin
embargo  el  PS  también  posee  factores  decapacitantes  que  contrarrestan  este  efecto.  Como
mencionamos anteriormente, el alto contenido de colesterol del PS (Bechoua et al., 2011; Cross, 1996)
o de determinadas proteínas pueden actuar como factores decapacitantes  (Bedford y Chang, 1962;
Zaneveld et al., 1971). 
Para determinar si el efecto inhibitorio del PS puede deberse principalmente al contenido de colesterol
incubamos  a  los  espermatozoides  en  un  medio  CAP con  BSA preincubada  con  concentraciones
crecientes de sulfato de colesterol (SO4CHO) (Fig. 1.3 A). En nuestras condiciones a 60 µM se vio una



































































Fig 1.3 El efecto inhibitorio del PS sobre pY se debe principalmente a una entidad proteica. A Se evaluó 
pPKA y pY de espermatozoides humanos incubados medio CAP con BSA preincubada a distintas 
concentraciones de SO4CHO. B Izquierda: pY de espermatozoides incubados en medio CAP sólo, con PS 
degradado por Tripsina en 50% v/v de medio CAP (PS+Trp), PS desnaturalizado por calor en 50% v/v de 
medio CAP (PSø) o con PS 50% v/v en medio CAP (PS). Derecha: Semicuantificación de pY relativizado a 
tubulina normalizada con respecto CAP. (*** p<0.001, t-test vs 100 n=3) C Izquierda: Ejemplo de pY de 
espermatozoides incubados en medio CAP sólo, con PS 50% v/v en medio CAP (PS), o proteínas del PS al 
50% v/v (πPS). Derecha: Semicuantificación de pY relativizado a tubulina normalizada con respecto CAP (*** 




Para evaluar la participación de las proteínas del PS utilizamos tres estrategias distintas. Incubamos a
los espermatozoides en medio CAP en presencia de: 1) PS pre-tratado con la proteasa Tripsina. 2) PS
desnaturalizado por  calor.  3)  proteínas separadas por  precipitación de PS al  60% v/v  en solución
saturada de SO4(NH3)2 y pre-aclarada 20% v/v en solución saturada SO4(NH3)2 (πPS). 
En la Fig. 1.3 B y C vemos que el PS desnaturalizado por calor y el degradado por Tripsina perdieron
su capacidad inhibitoria si lo comparamos con el PS a la misma concentración. En cambio, el efecto
inhibitorio prevaleció en la fracción proteica Fig. 1.3 D. Vale la pena mencionar que la fracción proteica
obtenida por precipitación secuencial contenía ~6 mg/ml de proteínas. La concentración de proteínas
totales determinada en el  PS fue de ~36 mg/ml,  lo cual coincide aproximadamente con lo que se
reporta en bibliografía de 20 a 60mg/ml (Singer et al., 1976). Este resultado, indicaría que el efecto fue
específico de un grupo de proteínas contenida en esa fracción. Por otro lado, la fracción no ejerció
efecto inhibitorio sobre la pPKA y pY de ratón indicando el mismo fue específico de la especie (Fig. 1.3
E). 
 LAS ΠPS INHIBEN A LA ALTURA DE PKA
Con el fin de evaluar el efecto de las πPS sobre la vía de señalización, determinamos si la inhibición
por las πPS podía ser recuperada incrementando la concentración intracelular de AMPc en presencia
de un análogo permeable de AMPc (dbAMPc) y de un inhibidor de fosfodiesterasas (IBMX). Si bien el
agregado de ambas drogas pudo recuperar parcialmente el efecto de las πPS con respecto al control
(CAP), la inhibición impidió que la fosforilación llegue al mismo nivel que el CAP con dbAMPc/IBMX.
Este efecto podría sugerir un efecto de las  πPS sobre la actividad de PKA, ya que su estimulación
directa con altas concentraciones de AMPc no es suficiente para recuperar la inhibición de manera
similar al control (Fig. 1.4 A y B). Para confirmar esta hipótesis, evaluamos la concentración de AMPc
en las células en presencia de πPS a los 5 minutos de incubación, donde se observa el pico máximo


































































Fig 1.4 Las πPS afectaron la actividad de PKA. A  pPKA y pY  de espermatozoides incubados en medio CAP 
en presencia de las πPS (50% v/v) y IBMX (0.2 mM) y dbAMPc (1 mM). La estimulación directa de PKA causó 
una reversión parcial de la inhibición. B Semicuantificación de pPKA y pY relativizado a tubulina normalizada 
con respecto a CAP (*** p<0.001, t-test vs 100 n=7) C Concentración intracelular de AMPc por millón de 
espermatozoides a los 5 minutos del agregado de medio CAP en presencia (πPS) o ausencia (CAP) de πPS 
(*** p<0.001, t-test n=4). D Izquierda: pPKA de espermatozoides incubados a distintas concentraciones de H89. 
Derecha: Se eligió 30 μM para determinar la concentración de  AMPc a los 5 minutos luego de agregado de 
medio CAP (*** p<0.001, t-test n=4) E  pY de espermatozoides incubados en medio CAP en ausencia o 
presencia de Ca++ extracelular con 1mM de EGTA y en ausencia o presencia de πPS. F Izquierda: pY de 
espermatozoides incubados en medio CAP en ausencia o presencia de Ácido Okadaico 100nM y en ausencia o 























































significativo  de la  concentración de AMPc respecto  del  control  en  medio  CAP (Fig.  1.4  C).  Estos
resultados son coherentes con la hipótesis de que las πPS afectaron la actividad misma de PKA, ya
que  si  las  πPS actuaran  río  arriba  de  PKA se  esperaría  una  concentración  menor  de  AMPc en
presencia de las mismas. En apoyo a estos resultados, H89, un inhibidor farmacológico de PKA causa
un aumento significativo en la concentración de AMPc en comparación con el control Fig. 1.4 D. Por
otra parte, previamente fue descripto que en espermatozoides de ratón mutantes para la subunidad
catalítica α de PKA o tratados con H89, el agregado de HCO3– causa un incremento de AMPc en mayor
nivel que en el WT o control (Nolan et al., 2004). Esta acumulación de AMPc por la inhibición de PKA,
indica, al igual que nuestros resultados, que existe un bucle de retroalimentación negativa de PKA
sobre la actividad de ADCY10.
Para dilucidar el mecanismo de inhibición de las πPS, incubamos los espermatozoides en ausencia de
Ca++ extracelular ([Ca++]e). Previamente se describió que la ausencia de [Ca++]e conduce al incremento
en la pY en espermatozoides humanos por efecto inhibitorio sobre la actividad de la quinasa PYK2 y
estimulante sobre la  fosfatasa PP2B  (Battistone  et al.,  2014).  Sin embargo,  la  ausencia [Ca++]e  no
revirtió la inhibición causada por las πPS (Fig. 1.4 E). Este resultado indica que el efecto inhibitorio de
las πPS no dependen de la presencia o ausencia de la [Ca++]e. Este resultado es coherente con la
hipótesis de que las πPS afectarían la actividad de PKA. Como se observó previamente, a pesar de
ausencia de [Ca++]e , la inhibición directa de PKA por H89 inhibe el aumento de la pY (Battistone et al.,
2014). 
Por  otra  parte,  evaluamos  si  el  mecanismo  de  inhibición  de  las  πPS  ocurriría  a  través  de  la
estimulación  de  las  Ser/Thr  fosfatasas.  Para  ello  incubamos  los  espermatozoides  humanos  en
presencia de πPS y del inhibidor de Ser/Thr fosfatasas, ácido okadaico (AO). En estas condiciones, a
pesar de la inhibición farmacológica de las fosfatasas no se recuperó la inhibición de pY (Fig. 1.4 F








πPS, ya que inhibir la defosforilación de los mismos no se recupera el efecto. Para asegurarnos de que
el AO funciona correctamente, incubamos a los espermatozoides en presencia de SKI606, un inhibidor
de la familia de Src kinasas. El SKI606 estimula indirectamente a las Ser/Thr fosfatasas. La inhibición
de las mismas con AO sí pudo recuperar la dismunución de la pY debido a la presencia SKI606,
indicando que el AO funciona correctamente en nuestras condiciones (Fig. 1.4 F derecha).
 LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LAS ΠPS SE CONSERVAN EN LA FRACCIÓN 6 DEL
PERFIL CROMATOGRÁFICO OBTENIDO POR FPLC.
Para identificar la o las proteínas que causan la inhibición, separamos a las mismas por FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography).  En las condiciones en que fueron corridas las proteínas, pudimos
distinguir ocho picos (Fig. 1.5 A). Cada uno de ellos fue separado, re-concentrado y co-incubado con
los espermatozoides en medio CAP (Fig. 1.5 B). Las proteínas presentes en la fracción número 6 (Fx6)
del perfil cromatográfico de las πPS fueron la que presentaron una marcada actividad inhibitoria sobre
la pY (Fig. 1.5 B y C). La inhibición de esta fracción también revirtió parcialmente con el agregado de
análogos de AMPc en consistencia con lo observado para las πPS (Fig. 1.5 D y E). Por otra parte, este
efecto inhibitorio no se debe a una mayor muerte celular,  ya que la viabilidad de espermatozoides
tratados en el control de vehículo sin proteína (96.7±1,9 %) y con la Fx6 (94.3±3.7 %) no difieren
significativamente. 
FRACCIONES DE SEMENOGELINA-2 ESTAN PRESENTES EN LA FX6
Para realizar la separación por FPLC se utilizó una columa Superdex 200 (GE Healthcare). Dado que
esta columna separa péptidos de entre 10 y 60 kDa, la Fx 6 puede tratarse de uno o varios péptidos de
entre ese peso molecular. De esta manera, decidimos adicionar otra técnica de separación para la
identificación.  Realizamos  cuatro  HPLC de  la  Fx  6  en  condiciones  distintas  para  asegurarnos  la
separación de las proteínas contenidas en la fracción (ver “Materiales y Métodos”). En cada corrida, se






































Fig 1.5 La actividad inhibitoria de las πPS se conservan en la fracción 6 del perfil cromatográfico 
obtenido por FPLC. A Perfil cromatográfico obtenido por exclusión molecular mediante FPLC de las πPS , 
medido a 280nm. Se distinguen 8 fracciones en la corrida realizada en una columna Superdex 200 (GE 
Healthcare) eluyendo con Tris 20mM, 150mM NaCl, pH 7.4.  B Ejemplo de pY de espermatozoides incubados 
con cada una de las fracciones obtenidas en A. ‘B’ corresponde a los espermatozoides tratados con una 
fracción de fase móvil sin proteína obtenida luego de la elución de las proteínas que se sometió al mismo 
tratamiento que resto de las fracciones. C Semicuantificación de pY relativizado a tubulina normalizada con 
respecto al control ‘B’ (** p<0.01, t-test vs 100 n=5) D pY de espermatozoides incubados en medio CAP en 
presencia o ausencia de la Fx6 o Fx1, utilizada como control, y en presencia o ausencia de IBMX (0.2 mM) y 
dbAMPc (1 mM). E Semicuantificación de pY relativizado a tubulina normalizada con respecto a Fx1 (* 


















pY. En las cuatro corridas, un fragmento de 2767-2768 Da fue identificado y se repitió tres veces un
fragmento de 2306 Da, dos veces uno de 2891-2892 Da y dos veces uno de 3879-3880 Da (Tabla 1.1).
En la corrida 2 de HPLC (Fig. 1.6 A) se realizó la secuenciación de fragmento de mayor peso molecular
(3879  Da)  que  correspondió  a  semenogelina-2  (Uni  ProtKB/Swiss-Prot:  A02383.1).  También  se
secuenció el fragmento de 2306 Da que correspondía a un fragmento de semenogelina-2 contenido en
la secuencia de 3879Da. Por otra parte, por el peso molecular del fragmento de 2767-2769 Da se pudo
predecir que probablemente también corresponda a una secuencia de semenogelina-2 contenida en la
secuencia de 3979 Da (Fig. 1.6 B).
Tabla 1.1: Corridas realizadas por HPLC numeradas del 1 al 4 y pesos moleculares de los péptidos mayoritarios
identificados por  MALDI/TOF-TOF.  Las  filas  fueron  ordenadas de menor  a  mayor  peso  molecular  en  forma
descendente. En cada fila se ubican los péptidos con igualo similar peso molecular. Cada color de la comlumna
representa un mismo pico de HPLC en la corrida. Cuanta mayor es la intensidad de gris de la celda, mayor
tiempo  de  elución  del  pico.  Los  marcados  con  *  corresponden  porciones  al  fragmento  secuenciado  de
semenogelina-2 mostrado en la Fig. 1.6 B.
De  este  modo,  sintetizamos  el  fragmento  de  semenogelina-2  de  3979  Da  que  contenía  ambas
secuencias obtenidas y el  fragmento predicho de 2769 Da (Fig.  1.6 B).  El  péptido sintetizado fue
incubado  con  los  espermatozoides,  y  se  determinó  su  capacidad  inhibitoria.  La  viabilidad  de  las
concentraciones ensayadas no fue afectada (resultados no mostrados). A pesar que agregar hasta 100
μM de péptido no se vio un efecto inhibitorio sobre la pPKA ni la pY (Fig. 1.6 C, D, E y F) indicando que







Fig 1.6 A Ejemplo de cromatografía de exclusión por peso molecular HPLC correspondiente a la corrida 
2. B Por espectrometría de masa de los picos correspondientes a la corrida 2 (A) se identificaron los 
péptidos que corresponden a una porción de semenogelina-2. La secuencia correspondiente al 
fragmento de 2306 kDa (pico 1 de A) fue obtenida por secuenciación, la secuencia correspondiente al 
fragmento de 3769 kDa (pico 2 de A) fue obtenida por deducción de la secuencia por el peso molecular,  
la secuencia correspondiente al fragmento de 3879 kDa (pico 3 de A) fue obtenida por secuenciación.  
C Ejemplo de pY y pPKA de espermatozoides incubados en medio CAP en presencia de 
concentraciones crecientes del péptido sintético. Semicuantificación de pPKA y de pY relativizado a 
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Como  hemos  mencionado  anteriormente,  la  activación  de  ADCY10  por  HCO3- y  el  consecuente
aumento  en  la  actividad  de  PKA  son  eventos  fundamentales  para  la  capacitación  de  los
espermatozoides (Battistone et al., 2013b; O’Flaherty et al., 2004; Osheroff et al., 1999; Visconti et al.,
1995c). Cuando se trabaja in vitro con espermatozoides humanos, los mismos provienen mayormente
de un eyaculado, a diferencia de los de ratón que provienen del epidídimo. Por lo tanto, en nuestro
modelo, la primera exposición a altas concentraciones de HCO3- (~25 mM) ocurre por el contacto de
PS durante el tiempo de liquefacción (Okamura et al., 1985). De hecho, varios autores plantean que
para el humano la concentración de HCO3- necesaria en el medio CAP es menor que en otras especies
dado  que  presentan  una  activación  inicial  al  haber  estado  en  contacto  con  el  HCO3- del  PS (de
Lamirande  et al.,  1997;  Leclerc  et al.,  1996; Lefièvre  et al.,  2002).  Otros autores han determinado
además que existe una actividad basal de la ADCY10 y de TK en el plasma seminal, apoyando nuestra
hipótesis (Emiliozzi y Fenichel, 1997; Okamura et al., 1985).
En este trabajo mostramos que si bien la actividad basal de PKA es menor que en medio capacitante,
es relativamente alta en la células del plasma seminal.  También mostramos que la actividad de la
ADCY10 y PKA se conserva luego del swim up en medio NC, previo contacto con el medio CAP. De
este modo, nuestras condiciones capacitantes parten de una activación basal de la vía de señalización
AMPc/PKA. Para evitar esta activación inicial, conociendo que la activación de PKA depende de la
presencia de HCO3- y de BSA en el medio CAP (Osheroff  et al., 1999) incubamos las células en el
medio NC (sin BSA sin HCO3-). Esta condición, si bien fue utilizada ampliamente en espermatozoides
de ratón para estudiar vías de señalización (Jin et al., 2007; Krapf et al., 2010; Romarowski et al., 2015;
Visconti  et  al.,  1995c;  Wang  et  al.,  1990;  Wertheimer  et  al.,  2008) y  también  se  usó  en
espermatozoides humanos (Battistone et al., 2013b; Brenker et al., 2012; Del Carmen Neri-Vidaurri et








viabilidad de los espermatozoides fue significativamente menor en el medio NC que el CAP. A su vez,
esta  condición  presenta  una  menor  pY en  aquellas  muestras  donde  la  viabilidad  es  menor.  Esta
diferencia en la viabilidad entre ambas condiciones podría deberse a la falta de BSA. Se sabe que la
BSA es conocida por eliminar los radicales libres generados por el estrés oxidativo y protegen a la
integridad  de  membrana  de  los  espermatozoides  humanos  durante  el  proceso  de  congelamiento-
descongelamiento del semen  (Ashrafi  et al., 2013). La producción excesiva de ROS puede producir
peróxidos y radicales libres que dañan los componentes del espermatozoide  (Bilodeau  et al., 2002)
como la membrana plasmática y acrosomal del espermatozoide   (Alvarez y Storey, 1982, 1984),  la
inactivación  de  las  enzimas  glicolíticas,  el  deterioro  del  acrosoma  las  membranas  acrosomales
(Alvarez y Storey, 1984) y la oxidación del ADN. Por este motivo es que decidimos no usar la condición
NC para los próximos experimentos,  a menos que se realicen a tiempos cortos que no lleguen a
afectar la viabilidad. 
Sin bien nosotros y otros autores hemos observado que en el PS existe una alta actividad basal de
PKA  (De Jonge  et  al.,  1991;  Leclerc  et al.,  1996;  Luconi  et al.,  1995),  y la  activación de PKA es
fundamental  para el  desarrollo  de eventos asociados a la  capacitación (Visconti  et  al.,  1995),  fue
ampliamente descripto en bibliografía el efecto decapacitante del PS tanto en condiciones in vitro como
in vivo (Bechoua  et al.,  2011;  Cross,  1996; Davis,  1974; Davis y Niwa,  1974;  Drisdel  et al.,  1995;
Kanwar et al., 1979; Zaneveld et al., 1971). Incluso fue descripto previamente el efecto inhibitorio del
PS sobre la pY (Tomes et al., 1998). Se postuló que este efecto puede deberse al alto contenido de
colesterol  del  PS   (Bechoua  et  al.,  2011;  Cross,  1996) o de proteínas que actúen como factores
decapacitantes (Bedford y Chang, 1962; Zaneveld et al., 1971). 
Si bien previamente otros autores describieron que la alta concentración del colesterol del PS sería el
principal inhibidor de eventos asociados a la capacitación   (Cross, 1996),  nosotros observamos que







se describió que a la misma concentración de BSA usada (5 mg/ml), con 20 µM de SO4CHO se logra la
máxima inhibición de la pY  (Osheroff et al., 1999), En nuestras condiciones a 60 µM de SO4CHO, una
concentración cuatro veces mayor, inhibió levemente pPKA y pY. Estas diferencias pueden deberse a
que la cantidad de SO4CHO necesario para saturar la albúmina depende del contenido lipídico que
traiga la preparación. En nuestro caso la albúmina del medio CAP proviene de fraccionamiento por
calor de suero bovino (A7906, Sigma) y en el caso de Osheroff y col. de fraccionamiento por etanol frío
de  suero  bovino  (A4503,  Sigma).  Otra  explicación  puede  ser  que  la  producción  de  ROS de  los
espermatozoides  humanos  sea  diferente  entre  nuestras  condiciones.  Se  conoce  que  derivados
oxidados de colesterol pueden moverse más libremente fuera de la membrana para unirse proteínas
aceptoras,  tales  como albúmina ya que son mucho más hidrofílicas  que el  CHO. Por  lo  tanto,  la
oxidación del colesterol por ROS facilita la salida de este factor descapacitante (Yoshida et al., 2003).
Sin embargo, en cuanto a estas observaciones, vale la pena mencionar que el contenido de albúmina
reportada en el PS es de ~1100 a 2000 mg/ml (Owen, 2005) y la concentración de colesterol de ~650
µM (Cross,  1996).  Por lo tanto,  la relación colesterol/albúmina del PS es 0,59 a 0,32 nmol/mg de
albúmina. Osherhoff y col. llegaron a encontrar el efecto inhibitorio a 4 nmol/mg de albúmina, más de 6
veces de lo que se encuentra en el  PS. Teniendo en cuenta el  conjunto de resultados anteriores,
planteamos que la presencia de CHO en el  PS no sería el  principal mecanismo decapacitante en
cuanto al control de la vía de señalización AMPc/PKA.
A partir de estas observaciones, decidimos evaluar si la activación de PKA se encuentra principalmente
mediada por las proteínas presentes en el PS. Con este fin, precipitamos las proteínas del PS con
SO4(NH3)2. La precipitación salina de las proteínas es una técnica en donde se logra la separación de
las mismas mediante el aumento de la fuerza iónica del medio. Esta técnica disminuye la interacción
proteína-H2O y favorece la interacción proteína-proteína, generando la precipitación de las mismas. De
este modo, se logra el fraccionamiento de una mezcla de proteínas, las cuales son precipitadas pero








por precipitación del PS (πPS), en contraparte a lo que ocurrió por el agregado de SO4CHO, las πPS sí
conservaron  la  misma o  mayor  intensidad  en  su  efecto  inhibitorio  sobre  la  pY.  En  apoyo  a  esta
observación,  la  desnaturalización  por  calor  y  la  degradación  con  Tripsina  causó  la  pérdida  de  la
capacidad inhibitoria del PS. La propiedad inhibitoria de esta fracción pareciera ser específica de la
especie, ya que espermatozoides de ratón tratados con la fracción no presentaron inhibición. A partir
de estas observaciones, concluimos que la regulación de la activación de PKA en el PS, se debería a
un grupo de proteínas o una proteína contenida en el PS. 
Para  investigar  el  mecanismo  de  inhibición  de  las  πPS,  evaluamos  si  el  efecto  de  las  πPS  se
encuentra río arriba de la actividad de PKA por la estimulación directa con análogos de AMPc. Si bien
la estimulación generó una reversión parcial en los niveles de pPKA y pY en presencia de las πPS, la
misma no alcanzó los mismos niveles que en el control con dbAMPc/IBMX. Esto sugeriría un inhibición
sobre PKA, ya que aún forzando el sistema con altas concentraciones de AMPc la inhibición no puede
ser del todo evitada. En apoyo a esta hipótesis, en espermatozoides de ratón la inhibición o ausencia
de PKA produce la acumulación de AMPc (Nolan et al., 2004). En humano, la inhibición de PKA con
H89 también produce que aumente la concentración de AMPc. Lo mismo sucede en presencia de las
πPS. En consistencia con estos resultados, en el PS la concentración de AMPc de las células es más
elevada que a la máxima que se llega en el medio CAP, pero muy similar a la que se alcanza por el
agregado de H89 o πPS en medio CAP (~1,47 y 0,81 pmol/106spz en el PS, 1,256±0,972 pmol/106spz
con H89 y 0,672±0,303 pmol/106spz con πPS). Estos resultados indicarían que en el PS, por efecto de
las πPS, la inhibición de PKA provocaría una interrupción del bucle de retroalimentación negativa sobre
la actividad de ADCY10, causando la acumulación de AMPc.
Con el  fin  de revertir  el  efecto inhibitorio  de las πPS,  evaluamos si  la  ausencia  de  [Ca++]e puede
contrarrestar el efecto inhibitorio de las πPS. Como fue anteriormente descripto en espermatozoides








medio CAP con Ca++ (Baker et al., 2004; Battistone et al., 2014; Leclerc y Goupil, 2002; Marín-Briggiler
et al., 2003). Sin embargo, en presencia de las πPS, la ausencia de [Ca++]e no puede revertir el efecto
inhibitorio,  indicando que la actividad inhibitoria de las πPS no depende de  [Ca++]e.  Por otra parte,
evaluamos a su vez si el efecto inhibitorio de las πPS podía deberse a una estimulación de la actividad
de las Ser/Thr fosfatasas. Con este fin, incubamos a las células en presencia de ácido okadaico (AO),
un inhibidor de Ser/Thr fosfatasas  (Battistone et al., 2013). A pesar de que el AO pudo revertir el efecto
de SKI606 tal como se reportó en Battistone et al., 2013, no pudo contrarrestar el efecto de las πPS.
Estos resultados también son consistentes con que el efecto inhibitorio de las πPS es mediante la
inhibición de la quinasa PKA. 
Con  el  fin  de  identificar  la  o  las  responsables  de  la  inhibición  de  pY en  las  πPS obtenidas  por
precipitación con SO4(NH3)2, decidimos separar las mismas por otra técnica. La exclusión molecular
FPLC (Fast  protein liquid chromatography)  es una forma de cromatografía líquida que se utiliza a
menudo para analizar o purificar mezclas de proteínas de las que se desea conservar su actividad. La
razón es que se conserva el estado nativo de las mismas por trabajar a menor presión que el HPLC.
Es interesante mencionar  que los tiempos de elución de cada una de las fracciones se repitieron
consistentemente  en  todos  los  donantes,  aunque  la  proporción  de  los  picos  sí  fue  donante
dependiente. Para asegurarnos de que el perfil de las proteínas evaluadas corresponden al PS y no a
contaminación de proteínas de espermatozoides, evaluamos el perfil  cromatográfico de un donante
azoospérmico y obtuvimos los mismo picos (no se muestra).  Este control  realizado indica que las
proteínas derivan del PS y que su presencia no depende de la presencia de espermatozoides en el
semen. 
De los ocho picos obtenidos por FPLC al  correr  las πPS, el  pico 6 (Fx6)  fue el  que conservó la








parcialmente el efecto de las Fx6, pero no al mismo nivel que el control de la Fx1 con dbAMPc/IBMX.
Este resultado sugiriere un efecto inhibitorio sobre PKA, en consistencia con los resultados anteriores. 
Con el fin de diferenciar en la Fx6 qué proteína o proteínas poseen la actividad inhibitoria utilizamos la
técnica  de  cromatografía  por  exclusión  de  peso  molecular  HPLC  acoplado  en  tándem  a  un
espectrómetro de masa. Realizamos HPLC con diferentes variaciones metodológicas para distinguir la
composición de la Fx6 en distintas condiciones e identificamos los pesos moleculares de los picos
mayoritarios. En la corrida 2 se detectaron fragmentos que coinciden con proteína semenogelina-2 (Uni
ProtKB/Swiss-Prot: A02383.1) por secuenciación por degradación de Edman. La semenogelina-2 es
uno de los componentes mayoritarios del PS. Junto con la fibronectina da lugar al coágulo similar al gel
en el semen recién eyaculado  (Lilja, 1985; Malm et al., 1996). Ambos se originan del epitelio glandular
de las vesículas seminales, que los segregan a concentraciones muy altas. A concentraciones más
bajas,  semenogelina-2  también  es  secretada  por  el  epitelio  del  epidídimo   (Bjartell  et  al.,  1996).
Semenogelina-2  está  muy  relacionada  con  semenogelina-1:  semenogelina-2  tiene  una  estructura
primaria  que  es  78% similar  a  semenogelina-1.  En  ambas  se  repite  una  estructura  con  motivos
abundantes en Gln, Ser, Gly y Lys y conservan repeticiones de residuos de 60 aa en la parte central y
C terminal de las moléculas   (Lilja y Lundwall, 1992).  La semenogelina-1 y 2 se planteó que están
asociadas con la capacitación ya que afecta la movilidad, la exocitosis acrosomal (EA) y la pY en
espermatozoides humanos  (Lamirande et al., 2001; Robert y Gagnon, 1996). También se encontró una
correlación  entre  la  concentración  de  esta  proteína  en  el  PS  y  la  movilidad  de  los  de  los
espermatozoides  humanos  en el  eyaculado,  lo  que  sugiere  su  función  como factor  decapacitante
(Yoshida  et  al.,  2003).  Por  otra  parte,  se  describió  que  semenogelina-1  se  une  a  eppin  en  el
espermatozoide  humano.  El  bloqueo  de  eppin  con  un  anticuerpo  producido  en  monos  infértiles,
produce una menor  movilidad progresiva en los espermatozoides humanos y de manera similar  a
nuestros resultados, produce un incremento en la concentración de AMPc  (O’Rand et al., 2009). Por








secretion 2). Esta proteína es un factor decapacitante que controla la fertilidad de los espermatozoides
murinos  (Kawano,  Natsuko  2007  y  2014).  De  esta  manera,  teniendo  en  cuenta  los  antecedentes
bibliográficos y los resultados obtenidos, decidimos sintetizar el fragmento de semenogelina-2 de 3979
Da. Este fragmento contiene la secuencia de semenogelina-2 que se repitió en todas las corridas
(2767-2768 kDa), y la que se repitió en 3 de ellas (2306kDa). A pesar de nuestras expectativas, cuando
el péptido que se sintetizó fue incubado con los espermatozoides humanos durante la capacitación, no
se observó un efecto sobre la pY. Esto puede deberse a que en estado nativo la Fx6 consiste en varios
fragmentos peptídicos y puede ser que la fracción necesite permanecer en ese estado nativo con todos
los fragmentos para mantener su actividad. También puede ser que otro fragmento más corto, o no
identificado sea el que posee actividad. Como perspectiva a futuro, nos dedicaremos a investigar en
más detalle cuál es la entidad responsable de la inhibición realizando la secuenciación del resto de los
fragmentos obtenidos y combinando varios fragmentos entre sí. 
En  conclusión,  en  esta  primera  parte  nos  dedicamos  fijar  las  condiciones  experimentales  para
determinar la actividad de la vía de señalización asociada a la capacitación AMPc/PKA en condiciones
capacitantes y no capacitantes. Demostramos que el HCO3– y la BSA no solamente necesarios para el
desarrollo de eventos asociados a la capacitación, sino también para mantener la viabilidad de los
espermatozoides. Describimos que existe una activación inicial de la vía AMPc/PKA en el PS antes de
iniciar  la  incubación  en  condiciones  capacitantes.  Esta  activación  postulamos  que  se  debió
principalmente  a  la  alta  concentración  de  HCO3–  del  PS.  Por  otra  parte,  la  exposición  del
espermatozoide al PS resulta en un equilibrio entre efectos que favorecen la preparación de la célula
para la capacitación y otras que lo inhiben, para evitar que se capaciten antes de tiempo. Evaluamos si
la  alta  concentración  de  colesterol  y  las  proteínas  decapacitantes  del  PS  afectaron  la  vía  de
señalización evaluada y encontramos que la fracción proteica contenía un alto poder inhibitorio sobre
PKA. Identificamos utilizando técnicas de purificación de proteínas qué proteína o proteínas podrían








semenogelina-2 (Uni ProtKB/Swiss-Prot: A02383.1). Sin embargo, la presencia del péptido sintético de
un  fragmento  de  semenogelina-2  no  presentó  capacidad  inhibitoria.  Como  perspectiva  futura,  en
nuestro laboratorio nos dedicaremos a encontrar el  o los fragmentos responsables de la inhibición





EVENTOS DE LA CAPACITACIÓN DEPENDIENTES DE ENTRADA DE HCO 3– Y SU RELACIÓN CON EL




Una  vez  que  los  espermatozoides  abandonan  el  PS  y  entran  en  contacto  con  fluidos  del  tracto
femenino  in  vivo  o  medio  capacitante  in  vitro, los  mismos  experimentan  una  serie  de  cambios
bioquímicos que permiten a las células adquirir capacidad fecundante. Durante su paso por el tracto
femenino, los espermatozoides siguen exponiéndose a elevadas concentraciones de HCO3– (~20 a 60
mM) (David et al., 1973; Hamner y Williams, 1964; Vishwakarma, 1962) y la entrada sostenida de este
ión sería fundamental para continuar con el proceso de capacitación. El influjo sostenido de  HCO3–
sería fundamental para mantener la actividad de ADCY10 (Chávez et al., 2012a; Luconi  et al., 2005;
Wertheimer  et  al.,  2008). Además  el  HCO3-  participa  en  la  alcalinización del  citoplasma  y  la
hiperpolarización de la membrana en espermatozoides de ratón (Demarco et al., 2003). Sin embargo,
los mecanismos por los que el HCO3-  es transportado en el espermatozoide humano no están bien
establecidos. Uno de los canales que se propone como fundamental para el transporte sostenido de
HCO3- es  el  canal  Regulador  de  la  Conductancia  Transmembrana  de la  Fibrosis  Quística  (Cystic
Fibrosis  Transmembrane  Conductance  Regulator  por  sus  siglas  en  inglés,  CFTR)  (Chávez  et  al.,
2012a; Hernández-González et al., 2007; Xu et al., 2007; Li et al., 2010). Éste es un canal permeable a
aniones, principalmente a Cl-,  aunque también es permeable a  HCO3-  (PHCO3-/Pcl-  ~0.25).  Su actividad
depende de ATP y AMPc ya que la apertura del canal depende de la escisión de ATP y ocurre cuando
se encuentra fosforilado por PKA. 
Estudios previos realizados en espermatozoides de ratón indican que el CFTR es fundamental para la
capacidad fecundante del espermatozoide (Xu et al., 2007). También se conoce en esta especie que
este canal acopla su funcionamiento al de transportadores Cl-/HCO3- como los SCL26A3, SCL26A6 y
SCL26A8 durante la capacitación  (Chávez  et al., 2012; Chen  et al., 2009b; Rode  et al., 2012a). En
espermatozoides humanos, también se demostró la presencia de CFTR (Hernández-González  et al.,








masculina por ausencia bilateral del  vas deferens y por azoospermia obstructiva (Li  et al., 2010). Se
observó además que en una población de hombres infértiles la frecuencia de heterocigosidad para
mutaciones del  cftr  fue dos veces más alta que para la población general, lo que sugiere que el mal
funcionamiento de CFTR causaría otras formas de infertilidad masculina (Schulz et al., 2006).
HIPÓTESIS
La  actividad  del  CFTR  asociada  al  de  otros  cotransportadores  Cl-/HCO3- participa  en  la  entrada
sostenida de HCO3- durante la capacitación.
OBJETIVO
Determinaremos  la  interrelación  entre  la  regulación  del  potencial  de  membrana  (Em)  y  el  pH
intracelular (pHi) y la activación de vías de señalización dependientes de entrada de HCO3-, tales como
la actividad de PKA y la activación de la ADCY10. Por otro lado,  dilucidaremos el rol del CFTR y de
otros transportadores asociados en la regulación de la entrada de HCO3– y su efecto sobre el Em y el
pHi durante la capacitación de espermatozoides humanos. 
RESULTADOS
EL CL - ES NECESARIO PARA LA ACTIVACIÓN DE LA VÍA DE AMPC /  PKA ASOCIADA A
LA CAPACITACIÓN 
Estudios previos demostraron que la presencia del Cl- en el medio de capacitación es esencial para la
pY en espermatozoides de cobayo y de ratón  (Chen  et al.,  2009c;  Wertheimer  et al.,  2008). Para
investigar si el Cl- es necesario para la activación de la vía de AMPc/PKA asociada a la capacitación en
espermatozoides humanos, se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de Cl - en la pPKA y la







por concentraciones equivalentes de gluconato tal como se describe en "Materiales y Métodos". En la
Fig.2.1  A y  B  se  muestra que  la  pY y  la  pPKA disminuyen  al  disminuir  la  concentración  de  Cl -
extracelular.  Para  evaluar  si  el  efecto  del  Cl- se  encuentra  río  arriba  de la  síntesis  de AMPc,  los
espermatozoides se incubaron en medio con o sin Cl- y en presencia o ausencia de dbAMPc/IBMX.
Obervamos que el aumento de la concentración de AMPc restauró los niveles de pPKA y pY en los
espermatozoides incubados en medio libre de Cl- (Fig.2.1 C y D).
LA  INHIBICIÓN  DEL  CFTR  AFECTÓ  LA  ACTIVACIÓN  DE  LA  VÍA  DE  AMPC/PKA
ASOCIADA A LA CAPACITACIÓN 
La observación de que el Cl- es necesario para el aumento de la pY y pPKA sugiere que su transporte
en  los  espermatozoides  juega  un  papel  importante  para  la  capacitación.  Figueiras-Fierro  et  al.,
2013 brindó evidencia electrofisiológica de que el CFTR se encuentra funcional en espermatozoides de
ratón.  Dado  que  el  Cl-  es  el  principal  ión  transportado  por  CFTR  y  se  propuso  que  éste  canal
desempeña un papel importante en el transporte de HCO3- en muchas células, se evaluó el efecto de
dos  inhibidores  distintos  del  CFTR (inh-172  y  GlyH-101)  sobre  la  activación de la  vía  AMPc/PKA
dependiente de HCO3-. Como se muestra en la Fig. 2.2 A y C, el inh-172 y el GlyH-101 ejercieron un
efecto inhibitorio concentración-dependiente en los niveles de pY. La concentración de 5 µM para inh-
172 y 10 µM para GlyH-101 se eligió para todos los experimentos porque fue la concentración a la que
se alcanzó una inhibición máxima de pY,  sin  que se vea afectada la  viabilidad con respecto  a la
condición de control (Fig. 2.2 B y D). A 5 µM de inh-172 se puede observar también el efecto inhibitorio
sobre pPKA (Fig. 2.2 E).
Inh-172 es ampliamente considerado el mejor inhibidor del canal CFTR. A concentraciones bajas (<10
µM), el inh-172 representa la mejor condición experimental para proporcionar la inhibición completa de
la  conductancia  del  CFTR,  con efectos mínimos sobre otras  conductancias  de Cl-,  canales  de K+










Fig 2.1 El AMPc se encuentra río abajo del efecto del Cl- en la vía AMPc/PKA. A Espermatozoides humanos 
fueron incubados fueron incubados en medios CAP con diferentes concentraciones de Cl- (sustituidas por 
gluconato). El medio CAP completo contiene 98 mM de Cl-. Posteriormente, se procesaron alícuotas de cada 
condición para Western Blot con anticuerpos anti-pY (panel izquierdo) y anti-pPKA (panel derecho) y luego se 
reincubaron las membranas con un anticuerpo anti-β-tubulina para el control de carga (panel inferior). B  
Semicuantificación de pPKA y pY relativizado a tubulina normalizada con respecto CAP (* p<0.05, *** 
p<0.001, t-test vs 100 n=4)  C Los espermatozoides humanos se incubaron en medio CAP en presencia o 
ausencia de Cl- (Cl- = 0), IBMX (0,2 mM) y dbAMPc 1mM. D Semicuantificación de pPKA y pY relativizado a 





Fig 2.2 El AMPc se encuentra río abajo del efecto del inh-172 en la vía AMPc/PKA. A Espermatozoides 
humanos se incubaron en medio CAP en presencia de diferentes concentraciones de inh-172. Se observó 
una disminución dependiente de la concentración de inh-172 en los niveles de pY. B Se evaluó el porcentaje 
de células viables utilizando diferentes concentraciones de inh-172. A 5 μM se llega al máximo efecto 
inhibitorio sin afectar significativamente la viabilidad (ANOVA de una vía ** p<0.01). C Se observó una 
disminución dependiente de la concentración de GlyH-101 en los niveles de pY. D Se evaluó el porcentaje de 
células viables usando diferentes concentraciones de GlyH-101, a 10 μM se llega al máximo efecto inhibitorio 
sin afectar significativamente la viabilidad (ANOVA de una vía * p<0.05). E El incremento en la concentración 
de AMPc rescata la inhibición de inh-172 (5 μM) sobre la vía de AMPc / PKA. La capacitación se llevó a cabo 
en presencia o ausencia de inh-172 (5 μM), IBMX (0.2 mM) y dbAMPc (1 mM). F Semicuantificación de pPKA 




 (conductancia rectificadora saliente de Cl- sensible a cambios de volumen) (Ma et al., 2002; Melis et
al., 2014). Aunque GlyH-101 no es tan específico como inh-172, fue reportado previamente que a la
concentración  utilizada  en  nuestros  experimentos  (10  µM)  los  efectos  inespecíficos  se  reducen
considerablemente (Muanprasat et al., 2004). 
De la misma manera que observamos en ausencia de Cl-, la inducción del aumento de la concentración
de AMPc con IBMX y dbAMPc produjo un incremento en la pPKA y pY incluso en presencia de inh-172
(Fig. 2.2 C y D). Estos resultados son consistentes con la hipótesis de que el CFTR cumple un papel
fundamental para mantener PKA activa. 
Por el contrario, como se ha informado anteriormente  (Wertheimer  et al., 2008), observamos que el
inhibidor del CFTR inh-172 (5 µM) no tuvo efecto sobre la activación de PKA ni en el aumento de pY en
espermatozoides de ratón (Fig. 2.3 A). De modo inverso, la bumetamida, un inhibidor del NKCC, que sí
afecta el transporte de HCO3-  y por lo tanto la pPKA y pY en espermatozoides de ratón (De La Vega-
Beltran et al., 2012), no produjo efecto en los de humano (Fig. 2.3 B). 
LA INHIBICIÓN DEL CFTR IMPIDE EL DESARROLLO DE LA MOVILIDAD HIPERACTIVADA
PERO NO AFECTA EL PORCENTAJE TOTAL DE MOVILIDAD
La entrada de HCO3-  a la célula y la consiguiente activación de las vías dependientes de AMPc son
esenciales para la movilidad y la hiperactivación de los espermatozoides  (Neill y Olds Clarke, 1987;‐
Okamura et al., 1985). Con el fin de evaluar la participación del CFTR en estos eventos determinamos
los parámetros de movilidad de los espermatozoides en presencia del inh-172 y en ausencia de Cl-.
Para ello utilizamos una técnica de análisis computarizado (CASA por sus siglas en inglés Computer-
assisted  sperm  analysis).  Aunque  el  agregado  de  inh-172  o  la  ausencia  de  Cl-  no  afectaron




















Fig 2.3 Los mecanismos responsables de la entrada de HCO3- para la activación de la vía AMPc/PKA en 
espermatozoides de humano o ratón son distintos. A  Espermatozoides de ratón se incubaron durante 90 
minutos en medio NC (-BSA, -HCO3-, NC) o CAP (+ BSA, + HCO3-) en presencia (inh-172) o ausencia (CAP) 
de 10μM de inh-172. Posteriormente, al igual que en humano, se procesaron alícuotas de cada condición 
para Western Blot y se enfrentó a anticuerpos anti-pY y anti-pPKA. Luego se re-incubaron las membranas con 
un anticuerpo anti-β-tubulina para el control de carga. Inh-172 no inhibe el aumento de pY o pPKA durante la 
capacitación de espermatozoides de ratón. B Espermatozoides humanos fueron incubados en medio CAP 
con concentraciones crecientes de bumetanida (50, 250, 500 y 1000 μM) y luego las alícuotas fueron 
procesadas para evaluar la pY. C Semicuantificación de pY de B relativizado a tubulina normalizada con 
respecto CAP (ns t-test vs 100 n=3)








Fig 2.4 La hiperactivación de los espermatozoides, pero no la movilidad total, fue afectada por inh-172 y la 
ausencia de Cl-. A Los espermatozoides humanos se incubaron en medio CAP en presencia o ausencia de 
inh-172 (5 μM), IBMX (0.2 mM) y dbcAMP (1 mM). Los parámetros de movilidad fueron analizados por 
CASA. B Porcentaje total de movilidad espermática (% MOV) evaluada por CASA. C Porcentaje de 
hiperactivación (% HA) definida por (Mortimer et al., 1998) evaluada por CASA. Mot: movilidad total; Prog: 
movilidad progresiva; VAP: velocidad de trayectoria media (μm/s); VCL: velocidad curvilínea (μm/s); VSL: 
velocidad lineal (rectilínea) (μm /s); ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (μm); BCF: 
Frecuencia de batido (Hz); STR: rectitud; LIN: linealidad. Los valores representan la media ± SEM de 4 
experimentos ** vs inh-172 + condición de dbcAMP / IMBX p <0,01. C Porcentaje de movilidad hiperactivada 








 (VCL) fue significativamente menor en comparación con el control (Fig. 2.4 A). Esto fue consistente
con la reducción del porcentaje de células hiperactivadas (Fig. 2.4 C). La adición de dbAMPc/IBMX
restauró el porcentaje de espermatozoides hiperactivados incubados con inh-172 o en aunsencia de
Cl-. Estos resultados sugieren que la actividad del CFTR regula la hiperactivación y que su función está
mediada por vías dependientes de AMPc.
VARIOS FACTORES PARTICIPAN DE LA REGULACIÓN DEL PHI  DEL ESPERMATOZOIDE
HUMANO DURANTE LA CAPACITACIÓN. 
Otro evento asociado a la capacitación es la alcalinización del citoplasma (Nishigaki et al., 2014a; Zeng
et al., 1996). Este evento se propone que es necesario para la activación de CatSper.. A su vez, la
actividad de este canal de Ca++ es fundamental para el desarrolllo de la movilidad hiperactivada en el
espermatozoide humano. Por todo esto, se ha propuesto que la alcalinización del citoplasma es un
evento necesario para que ocurra la hiperactivación (Lishko y Kirichok, 2010).
En espermatozoides de ratón,  se demostró que el  aumento del  pHi  depende principalmente de la
actividad del intercambiador H+/Na+ sNHE  (Chávez  et al., 2014; Wang  et al., 2003, 2007) y también
contribuye la del CFTR  (Chávez  et al.,  2012b; Xu  et al.,  2007). En espermatozoides humanos, sin
embargo, el mecanismo de incremento de pH propuesto sería distinto (Miller et al., 2016). En nuestra
especie se describió que la principal corriente de protones depende principalmente del Hv1 (Lishko et
al., 2010) y que la alcalinización del citoplasma depende de la salida colesterol (Cross y Razy-Faulkner,
1997). 
Para estimar el pH intracelular, como se describe en "Materiales y Métodos", los espermatozoides se







viabilidad. BCECF-AM es una sonda fluorescente que atraviesa la bicapa lipídica, es hidrolizada por
esterasas citosólicas  y se acumula sólo en células vivas. La fluorescencia de la sonda depende de su
estado  de  protonación,  y  por  lo  tanto  del  pHi,  de  modo  tal  que  exhibe  mayor  fluorescencia  al
encontrarse  desprotonada  (pKa  de  ~7).  Es  por  ello  que  esperamos  que  una  población  de
espermatozoides con citoplasma más alcalino presente una mayor intensidad fluorescencia. El análisis
de citometría de flujo con esta sonda fluorescente se realizó como se muestra en las Fig. MM.2 y 3.
Para evaluar si el pHi depende de la salida de colesterol incubamos espermatozoides con medio CAP
conteniendo  BSA saturada  de  SO4CHO (Fig.2.5  A y  Capítulo  1  Fig.1.3).  En  estas  condiciones  el
bloqueo de la salida de colesterol causó acidificación del citoplasma, indicando la participación del
lípido en la regulación del pH intracelular tal como fue descripto previamente (Cross y Razy-Faulkner,
1997). 
Con el fin de estudiar en nuestro sistema la participación de Hv1, se utilizaron dos estrategias para
inhibir el canal: las células se incubaron en presencia de Zn++  [IC50 = 222 ± 36 nM,  (Lishko  et al.,
2010)] y de 2-guanidinobenzimidazol (2-GB) (Kd ~ 38,3  ±  0,7  µM,  (Hong  et al., 2017)]. Dado que la
BSA presente en el medio CAP une Zn++, se estimó la concentración de Zn++ libre utilizando una Ka
107,6 M-1 a pH 7,4 y una estequiometría de unión 1:1 BSA:Zn++ en presencia de 0,075 mM de BSA
(5mg/ml) (Ohyoshi et al., 1999) (Fig. 2.5 B). Tuvimos en cuenta además que el Zn++ en solución a pH
7.4 se encuentra mayormente como Zn++, y no como Zn(OH)2  ni Zn(CO3). Si bien el Zn++ no causó
efecto sobre el pH citoplasmático ni la pY (Fig.2.5 C y D), el inhibidor de Hv1 2-GB causó una leve
acidificación del pH citoplasmático a 100 µM (Fig.2.5 D) y no afectó la pY (Hong et al., 2014). Por otra
parte, la ausencia de HCO3-  causó la acidificación del pH intracelular, indicando que el transporte de
este ión sería necesario también para mantener el equilibrio de pH (Fig.2.5 E). En todos los casos, se
chequeó el pH del medio al final de la incubación con los espermatozoides para asegurarnos de que el
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Fig 2.5 El pH intracelular de los espermatozoides humanos se regula por distintos mecanismos  A Histograma 
de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides no teñidos para IP en función de la fluorescencia del 
BCECF-AM. Espermatozoides humanos fueron incubados a la máxima concentración de SO4CHO ensayada 
en la Fig 1.3. B Curva de unión de Zn++ a BSA teniendo en cuenta la Ka 107,6 M-1 a pH 7,4 y una unión 
1BSA:1Zn++. A partir de esta curva se predijo la concentración de Zn++ libre para los experimentos. C 
Histogramas de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides no teñidos para IP en función de la 
fluorescencia del BCECF-AM a distintas concentraciones de Zn++ en medio CAP. D Izquierda La presencia de 
Zn++ no afectó la pY a las concentraciones evaluadas. Derecha Semicuantificación de pY de D relativizado a 
tubulina normalizada con respecto CAP (t-test vs 100 n=5) E Histograma de porcentaje máximo (% Max) de 
espermatozoides no teñidos para IP en función de la fluorescencia del BCECF-AM en presencia y ausencia 
de 100µM de 2-GB en medio CAP. Derecha La presencia de 2-GB no afectó la pY a las concentraciones 
evaluadas. F Histograma de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides no teñidos para IP en función 
de la fluorescencia del BCECF-AM en presencia y ausencia de HCO3-. Las citometrías fueron repetidas al 




LA  INHIBICIÓN  DEL  CFTR  BLOQUEA  EL  AUMENTO  DE  PHI  ASOCIADO  A  LA
CAPACITACIÓN
Dado que la ausencia de HCO3- afecta el pHi, evaluamos si la inhibición del CFTR también afecta el
aumento de pH intracelular  asociado a la capacitación mediante citometría de flujo. Es interesante
mencionar que cuando se seleccionó la población espermática en FSC-A / SSC-A , se observó que los
espermatozoides incubados en los medios con inh-172 o sin Cl- mostraron una diferencia significativa
en el  parámetro FSC-A relacionado con el  tamaño de la  célula  (Fig.2.6 A y C).  Esta observación
coincide con otras observaciones previas en espermatozoides de ratón (Figueiras-Fierro et al., 2013) .
A pesar  de  que  el  parámetro  FSC-A presentó  cambios,  al  microscopio  no se  notaron  diferencias
aparentes  en  el  tamaño  (contraste  de  fases,  400x).  Para  ensayar  la  integridad  de  membrana,
utilizamos un ensayo clínico, el de hinchazón hipoosmótica (WHO, 2010). En este ensayo se evalúa la
integridad de membrana: aquellas que poseen integridad intacta, presentan hinchamiento de cola en
un medio hipoosmótico. El porcentaje de células que presentó hinchamiento de cola, fue de 74.5±9.2%
para las tratadas con inh-172 y de 70.5±4.5% (MEDIA±SEM) para células control, por lo que no hubo
diferencias  significativas  entre  ambos  grupos.  De  este  modo,  si  bien  la  morfología  celular  se  vio
afectada levemente, la integridad de membrana aún se conservaría. 
En cuanto a los cambios de pHi, se observó que a medida que se aumentó la concentración del inh-
172  (Fig.  2.7  A)  el  citoplasma  fue  más  ácido.  Este  efecto  no  se  debió  al  apagamiento  de  la
fluorescencia por interferencia de la sonda BCECF, como se muestra en Fig. 2.7 D. La adición de
dbAMPc/IBMX revirtió parcialmente la acidificación causada por inh-172 (línea punteada en la Fig. 2.7
B)  y  por  la  ausencia  de  Cl- extracelular  (Fig  2.7  C).  Estos  resultados  también  se  observaron  en



















































Fig 2.6 La presencia de inh-172 y la ausencia de Cl- modificó la dispersión directa FSC-A relacionada con 
el tamaño de la célula, no así la dispersión lateral SSC-A, relacionada con la granulosidad en el 
espermatozoide humano. A Gráfico de dispersión de puntos de SSC-A en función de FSC-A de 
espermatozoides humanos incubados en ausencia o presencia de 5 μM de inh-172 (izquierda) o de Cl- 
(derecha) en medio CAP. Una población de espermatozoides tratados en ambas condiciones mostró una 
diferencia en el parámetro FSC-A relacionado con el tamaño de la célula con respecto al medio CAP 
control. B El tratamiento con inh-172  (izquierda) y Cl- = 0 (derecha) no afectó significativamente la 
viabilidad, y las células detectadas como no viables no mostraron un cambio notorio en el parámetro FSC-
A. C Mediana de FSC-A y SSC-A de células tratadas con 5 μM inh-172  (izquierda) o incubadas en 
ausencia de Cl- (derecha) se relativizaron con respecto a la condición de control CAP.  Ambas condiciones 
mostraron una diferencia significativa en el parámetro FSC-A pero no en SSC-A en comparación con el 
control 1. (t-test vs 1 n=3 *** p <0,001). 
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Fig 2.7 El agregado de AMPc/IBMX rescató parcialmente el efecto inhibitorio sobre pHi  causados  por inh-
172 o la ausencia de Cl-. A La presencia de inh-172 durante la incubación de espermatozoides en medio 
CAP acidificó el pH intracelular con respecto a las condición control. Los espermatozoides humanos se 
incubaron en medio CAP en presencia de distintas concentraciones de inhibidor de CFTR (inh-172, 0,1 - 
20 μM). Posteriormente, se procesaron alícuotas de cada condición mediante citometría de flujo para 
evaluar pHi con la sonda BCECF-AM . B La adición de dbAMPc 1mM y IBMX 0.2 mM (línea de puntos) 
rescató parcialmente la acidificación producida por inh-172 (5 μM; línea continua). Se muestran los 
histogramas del porcentaje del máximo (% Max) frente a BCECF de espermatozoides no teñidos para IP. 
C De la misma manera que en B, el agregado de dbAMPc 1mM y IBMX 0.2 mM (línea de puntos) rescató 
parcialmente la acidificación producida por la ausencia de Cl- D Espectro de emisión de BCECF sin células 
a λexc = 488 nm antes (-inh-172 y -H89) y después de la adición de 5 μM de inh-172 o 30 μM de H89 (+ 
inh-172 y + H89). Debido a que BCECF-AM no es fluorescente, se recogió el sobrenadante de las células 
incubadas con esta sonda durante 10 minutos para este ensayo. La fluorescencia de fondo de la solución 
blanco (F0) fue restada (ΔF= F-F0). E Histogramas de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides no 
teñidos para IP en función de la fluorescencia del BCECF-AM en presencia (línea continua) y ausencia 
(histograma sompreado) de 10 μM de GlyH-101 en medio CAP. Las citometrías fueron repetidas al menos 
tres veces con similares resultados.  
C
 Fluorescencia de BCECF (UA)
B
 Fluorescencia de BCECF (UA)
 Fluorescencia BCECF (UA)
A
D
 Fluorescencia de B ECF(UA)
E
 Fluorescencia de BCECF (UA)
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CAPÍTULO II
LA INHIBICIÓN DEL CFTR PRODUJO LA DESPOLARIZACIÓN DEL EM
En  varias  especies  de  mamífero,  incluyendo  el  humano,  los  espermatozoides  presentan  una
hiperpolarización de la membrana plasmática asociada a la capacitación (López-González et al., 2014;
Zeng et al., 1995). Otros autores han descripto que la inhibición del CFTR bloquea la hiperpolarización
en espermatozoides de ratón  (Hernández-González  et al., 2007; Xu  et al., 2007). Para evaluar si la
inhibición  del  CFTR  afecta  al  potencial  de  membrana  (Em),  los  espermatozoides  humanos  se
incubaron durante 5 horas en medio CAP en ausencia o presencia de inh-172. Como se muestra en
"Materiales y Métodos", las células se cargaron con DiSC3 (5) para estimar el Em por citometría de
flujo y el análisis se realizó como se describe  en Fig. MM.3. Debido a que DiSC3 (5) está cargado
positivamente,  una  población  de  espermatozoides  más  hiperpolarizada  presentaría  una  mayor
fluorescencia  debido  a  la  incorporación  del  fluoróforo  catiónico  en  la  célula.  A  concentraciones
crecientes de inh-172 se observó una mayor despolarización Fig 2.8 A. Este efecto no se debió a un
apagamiento de fluorescencia por interferencia debido a que la adición de inh-172 no disminuyó la
misma Fig 2.8 D.  Tampoco se debió a un efecto inespecífico de inhibición sobre SLO3, ya que a
potencial de membrana fisiológico [ ~40 mV (Linares-Hernández  et al., 1998) ~58 mV (Patrat  et al.,
2002)], el inh-172 no produce una inhibición de los corrientes de SLO3 expresada en células CHO (Fig.
2.9). Por otro lado, el efecto despolarizante también se observó en presencia del otro inhibidor del
CFTR GlyH-101 Fig. 2.8 E. Sin embargo, en ausencia de Cl-  extracelular no se observó este mismo
efecto, probablemente debido a que la ausencia de este ión pudo provocar un desequilibrio iónico y el
potencial de membrana se compensó con otros iones (Fig. 2.8 C). Por otro lado, la adición de análogos
de  AMPc  en  esta  condición  no  cambió  el  Em.  Este  resultado  también  probó  que  el  efecto  de
recuperación observado con dbAMPc y IBMX no fue causado por un efecto inespecífico de aumento de
la  fluorescencia  DiSC3  (5)  por  dichos  compuestos  (Fig  2.8  C).  Debido  a  que  se  describió  en
espermatozoides  de  ratón  que  la  hiperpolarización  de  la  membrana  ocurre  río  abajo  de  la  vía
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Fig 2.8 El agregado de AMPc/IBMX rescató parcialmente el efecto despolarizate sobre Em causados  por 
inh-172 o la ausencia de Cl-. A La presencia de inh-172 durante la incubación de espermatozoides en 
medio CAP causó la despolarización del Em con respecto a la condición control. Los espermatozoides 
humanos se incubaron en medio CAP en presencia de distintas concentraciones de inhibidor de CFTR 
(inh-172, 0,1 - 20 μM). Posteriormente, se procesaron alícuotas de cada condición mediante citometría de 
flujo para evaluar Em con la sonda DiSC3(5). B La adición de dbAMPc 1mM y IBMX 0.2 mM (línea de 
puntos) rescató parcialmente la despolarización producida por inh-172 (5 μM; línea continua). Histograma 
del porcentaje del máximo (% Max) frente a BCECF de espermatozoides no teñidos para IP. C En 
contraposición, la ausencia de Cl- no causó cambios en el Em. El agregado de dbAMPc 1mM y IBMX 0.2 
mM (línea de puntos) tampoco afectó el Em. D Espectro de emisión de DiSC3 (5) sin células a λexc = 635 
nm antes (-inh-172 y -H89) y después de la adición de 5 μM de inh-172 o 30 μM de H89 (+ inh-172 y + 
H89). La fluorescencia de fondo de la solución blanco (F0) fue restada (ΔF= F-F0).  E Histogramas de 
porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides teñidos para BCECF en función de la fluorescencia del 
DiSC3(5) en presencia (línea continua) y ausencia (histograma sompreado) de 10 μM de GlyH-101 en 
medio CAP. Los histogramas son representativos de al menos 4 experimentos
 Fluorescencia de DISC3(5) (UA)
E





Fig 2.9 El canal SLO3 de K+ expresado heterólogamente junto con la subunidad LRRC52 en células 
CHO (hSlo3 + hLRRC52) no fue inhibido por el inhibidor de CFTR inh-172. A Corrientes representativas 
de células CHO que expresan de manera heteróloga hSlo3-hLRRC52. Las corrientes se registraron en 
respuesta a pulsos de prueba de 100 ms a pasos de 10 mV desde un potencial de mantenimiento de 
-100 mV en un rango de voltaje de -80 hasta +100 mV en ausencia o presencia de inh-172 (5 μM). B 
Curva de corriente en función de Curva I-V obtenida de la familia de corrientes mostrada en el panel A 
registrada en células en ausencia (control, círculos negros) o en presencia de inh-172 (círculos grises, 5 
μM). El recuadro distingue el potencial de membrana fisiológico para el espermatozoide humano. C 
Porcentaje de inhibición de la corriente hSlo3 por inh-172 (5 μM) a distintos voltajes (2.0 ± 8.3, 4.0 ± 2.3, 












 inh-172 y análogos de AMPc. Como se muestra en la Fig 2.8 B, dbAMPc/IBMX parcialmente rescató la
disminución del Em producido por inh-172.
LA  INHIBICIÓN  DEL  CFTR  AFECTÓ  LA  EA  Y  LA  CONCENTRACIÓN  DE  CA++
INTRACELULAR
Previamente se presentó evidencia de que en espermatozoides de ratón, la hiperpolarización inducida
por la capacitación es necesaria para preparar el espermatozoide para la exocitosis acrosomal (De La
Vega-Beltran et al., 2012). En este estudio se evaluó la exocitosis acrosomal (EA) inducida por 10 µM
de ionóforo de Ca++ A23187 en espermatozoides humanos incubados en presencia de inhibidores del
CFTR. El porcentaje de EA inducido con ionóforo de espermatozoides antes de capacitarse (t0, luego
del  swim up) fue similar al que resultó de la presencia del inh-172 en condiciones capacitantes (Fig
2.10 A).  Por el contrario,  el medio sin Cl-  no afectó el porcentaje de EA inducido con ionóforo con
respecto a la condición CAP (Fig 2.10 A). Dado que en ausencia de Cl- no se afecta el Em ni la EA,
planteamos que la  despolarización del  Em podría ser la  responsable de la  inhibición de la  EA en
presencia de inh-172. Para evitar despolarización del Em indujimos la hiperpolarización de membrana
con valinomicina, un ionóforo de K+, previo agregado de A23187. Se registró el Em luego del agregado
de valinomicina y se vio que el  máximo se alcanzaba a los  5 minutos de incubación,  por  lo  que
preincubamos  a  las  células  5  minutos  con  el  ionóforo  de  K+.  Si  bien  se  indujo  la  EA  en
espermatozoides no capacitados (t0) luego de la preincubación con valinomicina, no pudo evitarse la
inhibición en presencia de inh-172 y GlyH-101 (Fig 2.10 B). Dado que el Ca++ es fundamental para el
desarrollo de la EA, estimamos la concentración de Ca++ en presencia del inh-172 en comparación con
el medio CAP. Observamos que efectivamente la concentración de Ca++  en presencia del inh-172 fue














Fig 2.10 La inhibición farmacológica de CFTR en el espermatozoide humano inhibe la exocitosis 
acrosomal por defectos en la salida de Ca++ de reservorios intracelulares. A  Porcentaje de exocitosis 
acrosomal (%EA) inducida con 10 μM de ionóforo A23187 o DMSO antes (t0) y después de la incubación 
en medio CAP en presencia o ausencia de inh172 o Cl- (n=3, ANOVA de dos vías  *** p<0.001 * p<0.05). B 
Porcentaje de exocitosis acrosomal (%EA) de espermatozoides preincubados con valinomicina 5 μM o 
DMSO antes de la inducción con 10 μM de ionóforo A23187 o DMSO. Los espermatozoides fueron 
inducidos antes (t0) y después de la incubación en medio CAP en presencia o ausencia de inh172 o GlyH-
101 (n=3, ANOVA de dos vías *** p<0.001 ** p<0.01 * p<0.05). C Histograma del porcentaje del máximo 
(% Max) frente a la fluorescencia de Fluo-4 de espermatozoides no teñidos para IP.  D  Porcentaje de 
exocitosis acrosomal (%EA) inducida con 10 μM de tapsigargina o DMSO antes (t0) y después de la 
incubación en medio CAP en presencia o ausencia de inh172. Los espermatozoides al momento de la 
inducción fueron incubados en medio con o sin Ca++ (n=5, ANOVA de dos vías  *** p<0.001).
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necesario para la EA (De Blas et al., 2005) y el ionóforo A23187 equilibra las concentraciones de Ca++
dentro y fuera de la célula, esperamos que la concentración de Ca++ de los reservorios intracelulares
sean las se encuentren afectadas por la presencia del inh-172. Para estimular la salida de Ca++ de los
reservorios, indujimos la EA con 10  µM de tapsigargina, un inhibidor de la Ca++-ATPasa de retículo
sarcoendoplásmico (Blackmore  et al., 1993; Harper  et al., 2005) La inducción con tapsigargina pudo
evitar la inhibición de inh-172 y GlyH-101 con y sin Ca++ extracelular (Fig 2.10 D), indicando que la
inhibición del CFTR afectó la salida de Ca++ de reservorios durante la EA. 
LA INHIBICIÓN DE PKA CAUSÓ ACIDIFICACIÓN INTRACELULAR Y DESPOLARIZACIÓN
DE MEMBRANA.
Dado que la actividad del CFTR depende de su fosforilación por PKA (Bergerz et al., 1993; Gadsby et
al., 2006; Sheppard y Welsh, 1999; Sorum et al., 2015; Tabcharani et al., 1991) decidimos evaluar si al
inhibir PKA se altera el pH y Em en el espermatozoide humano. Para este propósito, las células fueron
incubadas con tres inhibidores distintos de PKA (H89, KT5720 y RpAMPcS) (Fig 2.11 A, D y G). La
inhibición de la actividad de PKA resultó en la acidificación de pHi. En presencia de KT-5720 y H89
como se esperaba, la adición de AMPc e IBMX no rescató la inhibición ya que estos fármacos se unen
al sitio de unión de AMPc en PKA (Fig 2.11 B y E).  Por otra parte, la adición de H89, KT5720 o
RpAMPcS causó una despolarización cuando se comparó con la condición de control (Fig 2.11 C, F e
I). Estos resultados están de acuerdo con estudios previos realizados en ratón que muestran que la
inhibición de PKA evita la  hiperpolarización asociada a la  capacitación  (Escoffier  et al.,  2015).  De
manera similar, el agregado de dbAMPc/IBMX no afectó la despolarización causada por KT-5720 o
H89 (Fig 2.11 C y F). Por otra parte, el efecto de H89 sobre la fluorescencia de BCECF y DiSC3(5) no
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Fig 2.11 La inhibición de PKA con tres inhibidores distintos de PKA (H89, KT5720 y RpAMPcS) causó la 
acidificación de pH y despolarización de Em. A Los espermatozoides humanos se incubaron durante 1 
hora en medio CAP en presencia de diferentes concentraciones de H89 (10, 30 y 50 μM).  La actividad de 
PKA se inhibió a 30 μM de H89. A esta concentración, se observó acidificación intracelular (B) y 
despolarización (C) cuando se comparó con la condición de control (CAP). Al agregar dbAMPc 1 mM y 
IBMX 0,2 mM, (línea de puntos) no rescataron la acidificación ni la despolarización producida por H89 (30 
μM) como se esperaba (B y C). D La actividad de PKA se inhibió a 30 μM de KT-5720. A esta 
concentración, se observó acidificación intracelular (E) y despolarización (F) en comparación con la 
condición de control (CAP). dbcAMP, 1 mM y IBMX 0,2 mM (línea de puntos) no rescataron la acidificación 
ni la despolarización producida por KT-5720 (30 μM) como se esperaba (E y F). G La actividad de PKA se 
inhibió a 100 μM de RP-AMPcS. A esta concentración, se observó acidificación intracelular (H) y 
despolarización (I) en comparación con la condición de control (CAP). La transferencia y los histogramas 
son representativos de al menos 3 experimentos. 
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CAPÍTULO II
LOS COTRANSPORTADORES SLC26A3, SLC26A6 Y SLC26A8 FUERON DETECTADOS EN
ESPERMATOZOIDES HUMANOS. 
Dado que experimentos en espermatozoides de ratón sugieren que el CFTR funciona en asociación
con otros cotransportadores de Cl-/HCO3-, tales como SLC26A3, SLC26A6 y SLC26A8  (Chávez et al.,
2012b; Rode et al., 2012a), investigamos el rol de estos cotransportadores en el transporte de HCO3-.
De la misma manera que evaluamos para CFTR, determinamos los efectos de distintos inhibidores de
estos transportadores en el pH, Em, pPKA y pY. 
En  espermatozoides  de  ratón  el  CFTR  co-inmunoprecipita  con  el  SLC26A3  y  el  SLC26A6  y  se
demostró que estos transportadores están involucrados en el aumento de pHi y en la regulación del
Em (Chávez et al., 2012). En espermatozoides de cobayo también se informó una interacción funcional
entre el CFTR y el SLC26A3 (Chen et al., 2009). En el humano, la localización y la presencia de estos
transportadores aún no ha sido demostrada. En la Fig 2.12 B se muestra la detección por el anticuerpo
anti-SLC26A3 de una proteína cercana al peso molecular predicho (84,5 Kda) para este transportador.
El mismo anticuerpo detectó la presencia de la proteína en la región  acrosomal, postacrosomal, cuello
y cola Fig 2.12 A. El agregado de dos inhibidores de SLC26A3, Tenidap y UK5099  (Chávez  et al.,
2012b), si bien no afectaron ni la pPKA ni la pY (Fig 2.12 C), causaron la acidificación del citoplasma y
la hiperpolarización del Em. Teniendo en cuenta que la estequiometría del SLC26A3 es 1HCO3-:2Cl-
(Ohana et al., 2009; Shcheynikov et al., 2006), la entrada neta de una carga negativa es coherente con
la hiperpolarización de la membrana (Fig 2.12 D y E).
Por otra parte, el anti-SLC26A6 detectó dos proteínas cercanas a 100 y 75 KDa (Fig 2.13 B). El peso
predicho de la isoforma 4, la cual es ubicuamente expresada, es de 80,78 KDa, y de la isoforma 6,
expresada también en testículo es de 73,82 KDa, los cuales se encuentran en pesos moleculares



































































































































Fig 2.12 Se detectó SLC26A3 en fracciones enriquecidas en membrana de espermatozoides humanos y 
su inhibición causó una disminución de pHi e hiperpolarización de membrana sin afectar a la pY ni pPKA. 
A Inmunocitoquímica de SLC26A3. En el panel superior, incubación de espermatozoides humanos con 
anti- SLC26A3, panel medio, control con anti- SLC26A3 prebloqueado con el péptido antigénico 
correspondiente (SLC26A3+P), panel inferior, control con anticuerpo secundario anti-cabra. B 
Experimentos de Western blot para detectar SLC26A3. El carril derecho muestra la señal con el 
anticuerpo; el carril izquierdo corresponde a muestras preincubadas con el péptido antigénico 
correspondiente hecho sobre la misma membrana. Los marcadores de peso molecular en kiloDaltons 
(kDa) se muestran a la derecha de cada panel. Tamaño esperado: 84,5 kDa. C pPKA y pY de 
espermatozoides incubados con dos inhibidores de SLC26A3: Tenidap (Tdp) y UK-5099 a 20 y 40 μM 
respectivamente. D  Histogramas de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides no teñidos para IP 
en función de la fluorescencia del BCECF-AM en presencia y ausencia de Tenidap (Tdp) y UK-5099 a 20 y 
40 μM respectivamente. E Histogramas de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides teñidos para 
BCECF en función de la fluorescencia del DiSC3(5) en presencia y ausencia de Tenidap (Tdp) y UK-5099 
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Fig 2.13 Se detectó SLC26A6 en fracciones enriquecidas en membrana de espermatozoides humanos y 
su inhibición causó una disminución de pHi sin afectar al Em, pY ni pPKA. A Inmunocitoquímica de 
SLC26A6. En el panel superior, incubación de espermatozoides humanos con anti- SLC26A6, panel 
medio, control con anti- SLC26A6 prebloqueado con el péptido antigénico correspondiente (SLC26A6+P), 
panel inferior, control con anticuerpo secundario anti-cabra. B Experimentos de Western blot para detectar 
SLC26A6. El carril derecho muestra la señal con el anticuerpo; el carril izquierdo corresponde a muestras 
preincubadas con el péptido antigénico correspondiente. Los marcadores de peso molecular en kiloDaltons 
(kDa) se muestran a la derecha de cada panel. Tamaño esperado: isoforma 4: 80,78 KDa, isoforma 6: 
73,82 KDa. C pPKA y pY de espermatozoides incubados con diferentes concentraciones de PMA (0, 1, 5, 
10 μM). D  Histogramas de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides no teñidos para IP en función 
de la fluorescencia del BCECF-AM diferentes concentraciones de PMA (0, 1, 5, 10 μM). E Histogramas de 
porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides teñidos para IP en función de la fluorescencia del 
BCECF-AM a distintas concentraciones de PMA (izquierda) y de espermatozoides teñidos para BCECF en 
función de la fluorescencia del DiSC3(5) a distintas concentraciones de PMA (derecha). Los histogramas 
son representativos de al menos 3 experimentos.
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 fosforila por PKC inhibiendo su actividad (Hassan et al., 2007). El agregado de PMA, un activador de
PKC, aumentó levemente la pY y pPKA (Fig 2.13 C). Este resultado podría indicar en un diálogo entre
ambas vías de señalización PKA-PKC como fue observado previamente en otras especies (Doherty et
al., 1995; Visconti et al., 1990). El agregado de PMA además, causó una acidificación del citoplasma
sin afectar el Em (Fig 2.13 D y E).   
Por  otra  parte,  el  SLC26A8  (TAT1)  se  expresa  específicamente  en  la  línea  germinal  masculina,
interactúa físicamente con CFTR in vitro e  in vivo en espermatozoides maduros, es un activador del
CFTR y, curiosamente, es esencial  para la activación de la vía AMPc/PKA en espermatozoides de
ratón  (Rode  et al.,  2012a). SLC26A8 fue detectado en el  annulus (región conectora entre la pieza
media y la pieza principal) en espermatozoides humanos y de ratón (Touré et al., 2001).
Dado que no existen inhibidores farmacológicos específicos para el SLC26A8, se eligió un anticuerpo
anti-SLC26A8 para probar como anticuerpo bloqueante. Chen y colaboradores utilizaron un anticuerpo
anti-SLC26A3 que reconoce la región transmembrana de SLC26A3 (región 300-350aa de SLC26A3 de
ratón, sc-34943, Santa Cruz, EE.UU.). Funcionó como inhibidor de la actividad del transportador (Chen
et al., 2009), de la misma manera elegimos un anticuerpo disponible en el mercado (región  375-428 aa
de SLC26A3 de humano,  sc-169331, Santa Cruz, EE.UU.)  que reconoce una región transmembrana
del SLC26A8 (Fig 2.13 D y E). El anticuerpo reconoció una proteína de cerca de 75 KDa (Fig 2.14 B)
cercano  a  las  isoformas  predichas  de  62  y  86  kDa  (UniProt,  2017).  La  incubación  de  los
espermatozoides con el anti-SLC26A8 no afectó a la pPKA, la pY, el pH ni el Em (Fig 2.14 C y D)
sugiriendo que el  mismo no provocó un efecto de bloqueo del transportador o el  transportador no
produce ningún efecto en estos parámetros en humano. Utilizamos entonces el inhibidor DIDS, que si
bien inhibe a este transportador, es un inhibidor muy promiscuo que afecta al transporte aniónico. Se
ha utilizado para inhibir la captación de Cl- aunque también inhibe eficazmente varios transportadores
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Fig 2.14 Se detectó SLC26A8  en fracciones enriquecidas en membrana de espermatozoides humanos. A 
Dado que no existen inhibidores farmacológicos específicos para el SLC26A8, se eligió un anticuerpo anti-
SLC26A8 que reconozca la región transmembrana de la proteína para probar como anticuerpo 
bloqueante. Se muestra la secuencia de canónica del SLC26A8 humano. En amarillo se muestra la 
secuencia del epítope que identifica el anticuerpo elegido (sc-169331), en azul los dominios topológicos y 
en naranja las regiones transmembranas identificadas por análisis secuencial. B Experimentos de Western 
blot para detectar SLC26A8. El carril derecho muestra la señal con el anticuerpo; el carril izquierdo 
corresponde a muestras preincubadas con el péptido antigénico correspondiente. Los marcadores de peso 
molecular en kiloDaltons (kDa) se muestran a la derecha de cada panel. Tamaño esperado de isoformas 
predichas: 109, 97, 62 y 86 KDa. C pPKA y pY de espermatozoides incubados con diferentes 
concentraciones del anticuerpo anti-SLC26A8 (diluciones 1:500, 1:100, 1:50). D Histogramas de 
porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides no teñidos para IP en función de la fluorescencia del 
BCECF-AM en presencia y ausencia de anti-SLC26A8 (izquierda) y de espermatozoides teñidos para 
BCECF en función de la fluorescencia del DiSC3(5) en presencia y ausencia de anti-SLC26A8 1:50 
(derecha). Los histogramas son representativos de al menos 3 experimentos.
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la pPKA ni la pY a las concentraciones a las que no se vio afectada la viabilidad (Fig 2.15 A y B) . En el
patrón de pY de la Fig 2.15 A con una flecha se indica un aumento de intensidad en una banda mayor
a 100kDa que podría tratarse de la hexoquinasa tipo1 al igual que en ratón (Wertheimer et al., 2008).
El agregado de DIDS a concentraciones a los cuales no se vio diferencia significativa en la viabilidad,
afectó el parámetro FSC-A, el cual se encuentra relacionado con el volumen celular (Fig 2.15 C). Estos
resultados coinciden con observaciones de otros autores, donde vieron que la regulación del volumen
celular se ve afectado por agregado de DIDS 400μM (Yeung et al., 2005). Además, DIDS acidificó el
pH intracelular y despolarizó el Em en consistencia con resultados obtenidos en espermatozoides de
ratón (Demarco et al., 2003) (Fig 2.15 D).
DISCUSIÓN
En esta sección, investigamos la hipótesis de que el CFTR participa en la entrada sostenida de HCO3-
durante la capacitación de espermatozoides humanos. Apoyando esta hipótesis, demostramos que la
inhibición del CFTR bloquea distintos eventos dependientes de la entrada de HCO3-  a la célula. En
contraste con lo que se observó en el espermatozoides de ratón, descubrimos que espermatozoides
humanos incubados en presencia de inh-172 presentaron una inhibición en los niveles de pPKA y pY.
Para corroborar este resultado, utilizamos otro inhibidor del CFTR, GlyH-101. Mientras que el inh-172
modifica el tiempo medio de cierre y apertura del canal (Caci et al., 2008; Taddei et al., 2004), el GlyH-
101 ocluye el poro del canal (Muanprasat et al., 2004). Con ambos inhbidores, GlyH-101 e inh-172 y
obtuvimos el mismo resultado de inhibición de pPKA y pY. La diferencia entre humano y ratón podría
originarse en el hecho de que el CFTR estuvo sujeto a una particular presión selectiva en el humano.
En nuestra especie se plantea que los mutantes heterocigotos para este canal poseen una ventaja
adaptativa  en  comparación  con  individuos  no  mutados,  ya  que  los  mismos  presentan  una  mayor
resistencia al cólera, fiebre tifoidea y asma  (Gabriel  et al., 1994; Pier  et al., 1998; Schroeder  et al.,
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Fig 2.15 El inhibidor DIDS afecta el voluman celular de los espermatozoides, acidifica el pHi y despolariza 
el Em. A pY y pPKA de espermatozoides incubados con distintas concentraciones de DIDS (0, 200, 500, 
1000 μM). La flecha indica el aumento de la intensidad de una banda detectada con el anticuerpo anti-pY 
que podria tratarse de la hexoquinasa tipo 1. B Viabilidad de espermatozoides humanos incubados con 
distintas concentraciones de DIDS  (ANOVA de una vía ** p<0.01). C Correlación de la mediana de FSC-A 
y SSC-A relativizada a 0 μM de DIDS de células incubadas en medio CAP en presencia de distintas 
concentraciones de DIDS, con respecto a las concentraciones 0, 100 y 200 μM de DIDS. r2 FSC-A=0.903  r2 
SSC-A=0.068 D Histogramas de porcentaje máximo (% Max) de espermatozoides teñidos para IP en función 
de la fluorescencia del BCECF-AM a distintas concentraciones de DIDS (izquierda) y de espermatozoides 
teñidos para BCECF en función de la fluorescencia del DiSC3(5) a distintas concentraciones de DIDS 
(derecha). Los histogramas son representativos de al menos 3 experimentos.
123
CAPÍTULO II
expresa diferencialmente en tejidos de ratón y humanos (Ellsworth et al., 2000). En apoyo a nuestra
observación,  publicaciones  anteriores  mostraron  que  espermatozoides  humanos  incubados  en
presencia de inh-172 muestran una baja concentración de AMPc (Diao et al., 2013; Li et al., 2010). Por
otra parte, observamos que la estimulación directa de PKA evitó la inhibición del inh-172 sobre pPKA y
pY (Hernández-González  et al., 2007). De modo contrario, la inhibición del transportador NKCC que
causa la inhibición de pPKA y pY en espermatozoides de ratón (Wertheimer et al., 2008), no causó este
efecto en humanos. Esta evidencias confirman que el mecanismo de entrada sostenida de HCO3- es
distinto ente ambas especies.
Desde un punto de vista mecanístico, la fosforilación de PKA por CFTR es necesaria para su activación
(Bergerz et al., 1993; Gadsby et al., 2006; Sorum et al., 2015; Tabcharani et al., 1991). Por lo tanto, la
actividad de PKA es necesaria para activar el canal y permitir un aumento sostenido en HCO3- y AMPc.
Como  se  discutió  en  el  Capítulo  I,  cuando  los  espermatozoides  humanos  encuentran  una  alta
concentración extracelular  de HCO3- en el  PS al momento de la eyaculación,  existiría una entrada
rápida y transitoria de este ión (Luconi et al., 2005; Okamura et al., 1986). En el ratón, este aumento
rápido está mediado por el NBC, pero en humanos, aún no se ha resuelto (Demarco et al., 2003). Este
aumento  transitorio  en la  concentración  de HCO3- puede  estimular  ADCY10,  lo  que  resulta  en la
producción de AMPc y un aumento en la actividad basal de PKA. Además, el Ca++ transportado a
través de CatSper también es necesario para la activación completa de ADCY10  (Navarrete  et al.,
2015). Luego, PKA fosforila a CFTR, lo que permite la apertura del canal dando como resultado un
aumento sostenido del HCO3- intracelular. Sobre la base de nuestras observaciones, esta entrada de
HCO3- podría  estar  ocurriendo  indirectamente  a  través  de  otros  cotransportadores  Cl-/HCO3- y  no
directamente a través del CFTR. Dado que el transporte de HCO3- a través del CFTR debería facilitarse
en ausencia de Cl- debido a la permeabilidad relativa del canal (PHCO3-./Pcl- ~0.25), probamos esta última
hipótesis reemplazando Cl- por gluconato en el medio CAP. Observamos que pPKA y pY dependieron








principal mediador de la activación de PKA. Como era de esperar, la activación directa de PKA con
análogos de AMPc en medio sin Cl-  restauró pPKA y pY. Por otra parte, descartamos la hipótesis de
que podría existir una activación directa de ADCY10 por el Cl-, ya que estudios anteriores demostraron
que aniones como el cloruro, el sulfato o el fosfato, no estimulan su actividad (Chen et al., 2000). 
Nuestros resultados y el de otros autores (Li  et al., 2010) muestran que la inhibición del CFTR en el
espermatozoide  humano  afecta  el  porcentaje  de  células  con  movilidad  hiperactivada  sin  afectar
significativamente la movilidad total. Planteamos entonces que la función de este canal es crítica en la
capacitación, pero no es importante para el mantenimiento de la movilidad después de abandonar el
epidídimo. La activación directa de PKA a su vez pudo evitar el efecto inhibitorio del inh172 sobre la
hiperactivación, lo que sugiere que el papel del CFTR en este tipo especial de movilidad está mediado
por AMPc. 
Resultados previos en espermatozoides de ratón demostraron que el CFTR participa en la regulación
del Em y pHi  (Chávez  et al.,  2012c; Xu  et al.,  2007). Dada la heterogeneidad de la población de
espermatozoides humanos (Buffone et al., 2004, 2009), la citometría de flujo se usó para estimar los
cambios de pHi y Em porque es posible discriminar entre espermatozoides vivos de los muertos y
discriminar subpoblaciones que contribuyen al valor promedio (Escoffier et al., 2015; López-González
et  al.,  2014).  Los  espermatozoides  incubados  en  los  medios  tratados  con  inh-172  mostraron  una
diferencia significativa en el parámetro FSC-A relacionado con el tamaño de la célula. Curiosamente,
en  espermatozoides  de  ratón  el  inh-172  también  genera  un  alteración  en  el  parámetro  FSC-A
(Figueiras-Fierro et al., 2013). Estos resultados sugieren que la participación del CFTR en la regulación
del volumen está relacionada con el transporte de Cl-, tal como se describió para otras células (l’Hoste







Con respecto al pHi, fue descripto en varias especies de mamíferos que la alcalinización citoplasmática
ocurre durante la  capacitación de los espermatozoides.  Como fue mencionado en la  “Introducción
General”, los principales mecanismos responsables de este cambio podrían dividirse en: 1) eflujo de H+
y 2) entrada de HCO3- (Nishigaki et al.,  2014). Con respecto al primer grupo, se mostró evidencia
electrofisiológica de la actividad de un canal de protones llamado Hv1 en espermatozoides humanos
capacitados (Lishko et al., 2010). El canal Hv1 se inactiva con Zn++ [IC50 = 222 ± 36 nM, (Lishko et al.,
2010)], por esta razón se postula que la alta concentración de Zn++ en el PS [~1.2 a 10.6 mM (Ohyoshi
et  al.,  1999)]  disminuye el  pHi.  Una vez  que el  espermatozoide se encuentra  en el  tracto  genital
femenino, la concentración de Zn++ disminuye, lo que removería el bloqueo del canal produciendo una
salida de protones y la alcalinización intracelular  (Lishko y Kirichok, 2010; Lishko  et al., 2010). Aquí
mostramos que el Zn++ hasta concentraciones de 1 mM no causó efecto sobre el pH citoplasmático ni
la pY, y que el inhibidor de Hv1 2-GB si causó una leve acidificación del pH citoplasmático a 100 µM sin
afectar la pY.  Se debe tener en cuenta que el  sitio de unión de 2-GB se encuentra en la región
citoplasmática del canal, por lo tanto el compuesto debe atravesar la membrana para alcanzarlo (Hong
et al., 2017). Dado que 2-GB es muy polar (logP predicho para 2-GB = 0,52) su actividad inhibitoria es
baja en células vivas al no poder ingresar al citoplasma. Es por ello que actualmente nuestro grupo se
encuentra  realizando  experimentos  con  un  análogo  con  mayor  permeabilidad,  el  5-Cloro-2-
Guanidinobenzimidazol, para dilucidar la participación del Hv1 en la capacitación del espermatozoide
humano.
El segundo grupo incluye a NBC, las anhidrasas carbónicas (José et al., 2015) y el CFTR entre otros.
Como se mencionó anteriormente, CFTR modula la entrada de HCO3-, ya sea directamente o a través
del funcionamiento de cotransportadores SLC26 acoplados al de intercambiadores electroneutros Cl- /
HCO3- (Chávez et al., 2012). En espermatozoides de ratón, se demostró que la inhibición del CFTR








CFTR  provocó  la  acidificación  del  citoplasma  en  espermatozoides  humanos  sugiriendo  que  los
intercambiadores Cl- / HCO3- podrían estar mediando la entrada de HCO3-. 
De modo interesante,  la  actividad del  CFTR también se relaciona al  del  colesterol  presente en la
membrana. Hasta el momento no se conoce el canal o transportador responsable de la alcalinización
mediada por la salida de colesterol  (Cross, 1998). Curiosamente, CFTR se detectó en fracciones de
membrana  resistentes  a  la  disolución  con  detergentes,  lo  que  sugiere  que  éste  puede  estar
concentrado  en  microdominios  de  membrana  ricos  en  colesterol  (balsas  lipídicas).  De  hecho,  se
describió que la remoción de colesterol de la membrana causa una redistribución del canal en células
epiteliales bronquiales (Abu-Arish et al., 2015). Se describió a su vez en células T84 y HEK293, que el
colesterol se une específicamente a dominios PDZ encontrados en proteínas de andamiaje (Sheng et
al., 2012). Dado que el colesterol de la membrana del espermatozoide se encuentra mayoritariamente
en la región cercana al acrosoma (Langlais  et al., 1981) postulamos que este lípido cumpliría un rol
importante en la actividad del CFTR en esta zona. En consistencia con esta hipótesis,  (Matamoros
Volante,  2017) observó  que  el  inh172  afecta  el  aumento  de  pHi  por  agregado  de  medio  CAP
principalmente en la región de la cabeza de espermatozoides humanos. 
Considerando que se ha demostrado ampliamente en otros sistemas que la fosforilación del CFTR por
PKA es necesaria para la actividad del canal, evaluamos si la estimulación directa de PKA directa con
análogos de AMPc podría revertir parcialmente la acidificación del citoplasma causada por la presencia
de  inh-172.  Encontramos  que  la  adición  de  dbAMPc/IBMX  indujo  una  reversión  parcial  de  la
acidificación causada por el inhibidor inh-172. 
Como se mencionó anteriormente, otro evento relacionado con la capacitación es la hiperpolarización
del Em (Escoffier et al., 2012; Hernández-González et al., 2007; López-González et al., 2014a; Zeng et








aún no están bien establecidos. Como se mencionó en la “Introducción General”, entre los eventos
más probables involucrados están: 1) la apertura de canales K+ como Slo1 y Slo3 (López-González et
al., 2014) y 2) el cierre de canales Na+ tales como los ENaCs, que están modulados a través del CFTR
(Hernández-González  et al., 2007). Con respecto a la primera posibilidad, se reportó recientemente
que, aunque el potencial de reposo de los espermatozoides de ratón previo a la capacitación está
determinado  por  las  permeabilidades  K+,  Cl-  y  Na  +,  la  hiperpolarización  observada  durante  este
proceso se debe principalmente a la activación de los canales Slo3 (Chávez et al., 2013). En humanos,
la hiperpolarización asociada a la capacitación se ve afectada por altas concentraciones de K+, por lo
que se propuso la participación de canales de K+ en este proceso. Sin ambargo, la falta de inhibidores
específicos complica la determinación de información precisa sobre la contribución de SLO3 y / o SLO1
(López-González et al., 2014). Con respecto a la segunda posibilidad, en este trabajo, observamos que
espermatozoides  incubados  con  inh172  o  GlyH-101  durante  la  capacitación,  muestran  una
despolarización  de  la  membrana  en  comparación  con  la  condición  control  y  este  efecto  podría
recuperarse parcialmente mediante estimulación directa de PKA. Este resultado podría explicarse por
dos observaciones realizadas en el espermatozoide de ratón: a) debido a que la activación del CFTR
conduce  a  la  inhibición  de  ENaC,  este  evento  daría  como  resultado  una  hiperpolarización  de  la
membrana. De modo contrario, la inhibición del CFTR conduciría a la despolarización de membrana
(Hernández-González et al., 2007) y b) la inhibición del CFTR afectaría la actividad de PKA y al mismo
tiempo, la actividad de PKA se encontraría río arriba de los cambios en Em observados durante la
capacitación  (Escoffier  et  al.,  2015).  Teniendo en cuenta que PKA también afecta la  actividad del
CFTR,  la  relación  entre  PKA  y  CFTR  podría  explicar  las  dos  observaciones  realizadas  en
espermatozoides de ratón: la inhibición del CFTR afectaría a ENaC y PKA, y la inhibición de PKA
modularía la actividad CFTR y ENaC. Ésta hipótesis será investigada con mayor profundidad en el
siguiente Capítulo. De todos modos, no podemos descartar que el AMPc pueda regular Em a través de








estimula  por  la  activación  de  PKA y  su  inhibición  bloquea  la  hiperpolarización  inducida  por  la
capacitación mediante la inhibición de Slo3 (Stival et al., 2015). 
En el ratón, la hiperpolarización de membrana es un evento necesario y suficiente para que ocurra la
EA (De la Vega Beltrán, 2012). En espermatozoides humanos, observamos que la EA inducida por el
ionóforo A23187 se inhibió por la presencia del inh172 pero no por la ausencia de Cl-. De la misma
manera, el Em se afectó por la presencia del inh-172, no así por ausencia de Cl -. Por este motivo, con
el fin de evitar la inhibición de la EA por presencia del inh-172, provocamos la hiperpolarización de
membrana con valinomicina previo a la inducción de la EA con A23187. Si bien la hiperpolarización
logró que se induzca la EA en los espermatozoides que aún no habían sido incubados en medio
capacitante, no logró recuperarse la inhibición con inh172 o GlyH-101. 
Dado que se demostró que la salida de Ca++ de los reservorios es un evento necesario para la EA (De
Blas et al., 2005) y que el agregado de 10 µM de A23187 no es capaz de vaciar los reservorios de Ca++
(Sosa,  2016) forzamos  el  vaciamiento  de  los  reservorios  agregando  tapsigargina  10  µM.  A esta
concentración se llega al máximo de vaciamiento de los reservorios (Blackmore, 1993; Rossato et al.,
2001) afectando a ATPasas de Ca++ del retículo sarcoplasmático (SERCA) y a otros no específicos
(Harper  et  al.,  2005).  En  interesante  mencionar  que  tapsigargina  10  µM  causa  también  la
hiperpolarización de la membrana (Rossato et al., 2001). Dado que frente al agregado de tapsigargina
sí se pudo evitar la inhibición del CFTR sobre la EA, postulamos que ambos eventos (la salida de Ca++
de reservorios y la hiperpolarización del Em), son fundamentales para la EA. 
Otros  grupos  han  demostrado  que  existe  una  interacción  física  entre  CFTR  y  el  SLC26A3  en
espermatozoides de ratón (Chávez et al., 2012) y de cobayo (Chen et al., 2009). Además, se demostró
que la asociación funcional entre el CFTR y el SLC26A3 modula el pHi (Chávez et al., 2012) y conduce







SLC26A3 también causan subfertilidad y  oligoastenatozospermia.  En cuanto al  SLC26A6,  éste se
expresa en conductos eferentes y epididimarios humanos y colocaliza con CFTR (Kujala et al., 2007).
El SLC26A8 (TAT1) se expresa específicamente en la línea germinal masculina. Se demostró que
interactúa físicamente con el CFTR in vitro e in vivo en espermatozoides maduros, activa al CFTR y,
curiosamente, es esencial para la activación de la vía AMPc/PKA en el espermatozoide de ratón (Rode
et al., 2012b). Por otra parte, las mutaciones sin sentido en el SLC26A8 de espermatozoides humanos
están asociadas con astenozoospermia  (Dirami  et al., 2013). En este trabajo de Tesis se mostró por
primera vez la presencia de los tres transportadores, la participación de los SLC26A3 y SLC26A6 en la
regulación del pHi en espermatozoides humanos y su contribución al Em. Sin embargo, el SLC26A3 y
el  SLC26A6  no  afectaron  el  transporte  de  HCO3- asociado  a  la  activación  de  PKA.  Dados  los
antecedentes del SLC26A8 en ratón y en humano, especulamos que este transportador podría ser
responsable del transporte de HCO3- asociado a la activación de PKA en el espermatozoide humano,
sin embargo actualmente no se cuenta con herramientas farmacológicas para su inhibición.  Como
aproximación, utilizamos un inhibidor muy general, el DIDS, que afecta la captación de Cl- pero no
inhibe CFTR  (Pasyk y Foskett, 1995). Este fármaco acidifica el pHi y despolariza el Em, pero a la
concentración a la que en ratón afecta pPKA y pY (1 mM) (Demarco et al., 2003), en humano afecta
fuertemente la viabilidad. Por lo tanto, es difícil concluir sobre la participación de este transportador en
la vía se señalización AMPc/PKA en espermatozoides humanos. 
Para explicar muchos de los mecanismos moleculares por los cuales CFTR está involucrado en el
proceso de capacitación, se requiere incluir PKA como jugador central. De este modo, si se requiere la
actividad CFTR para la activación de PKA y esta a su vez para la actividad CFTR, nos preguntamos si
la inhibición directa sobre la misma causaría los mismos efectos que el CFTR en los eventos asociados
a la capacitación. Estudios previos demostraron que la actividad de PKA es esencial para eventos
asociados a  la  capacitación en espermatozoides humanos,  como la  hiperactivación  (Luconi  et  al.,








se conoce si PKA modula el Em y/o pHi en el espermatozoide humano. Para probar esta hipótesis,
estimamos el Em y pHi en presencia de inhibidores de PKA. Aunque se usa el H89 frecuentemente
como inhibidor de la PKA en espermatozoides de mamíferos (Leclerc et al., 1996; Visconti et al., 1995),
también se ha demostrado que inhibe otras quinasas  (Lochner y Moolman, 2006). Por esta razón,
también hemos ensayado otros inhibidores de PKA (Rp-cAMPS y KT5720). Los inhibidores KT5720 y
H89 tienen un mecanismo de acción similar, inhiben la PKA compitiendo con ATP (Kase et al., 1987;
Lochner y Moolman, 2006). Rp-cAMPS se une con alta afinidad al sitio de unión a cAMP de PKA
(Lochner  y  Moolman,  2006),  por  lo  que no es  posible  utilizar  AMPc permeable  para  recuperar  la
actividad de PKA. La inhibición de PKA con estos fármacos afectó al pHi y Em y la adición de análogos
de AMPc no revertió esta condición. En conclusión, demostramos que el CFTR desempeña un papel
esencial en la capacitación de espermatozoides humanos. Su estado funcional como canal de Cl-, es
necesario para el transporte de HCO3- acoplando su funcionamiento al de los transportadores SLC26.
Su actividad es fundamental para mantener la activación de PKA y los eventos relacionados a la misma







PARTICIPACIÓN DEL  TRANSPORTE DE NA+ MEDIADO POR NBC Y ENAC EN LOS EVENTOS




En el capítulo II dilucidamos que la inhibición de CFTR afectó la entrada sostenida de HCO3-, lo que
resultó en una baja actividad de PKA e inhibición de los eventos río abajo del AMPc / PKA, tales como
el aumento de la pY, la HA y la EA. En otros sistemas, está bien establecido que la fosforilación de
CFTR por PKA es necesaria para su activación (Bergerz et al., 1993; Gadsby et al., 2006; Sorum et al.,
2015; Tabcharani et al., 1991). Por esta razón, postulamos que es necesario un aumento inicial en la
actividad de PKA para activar el canal y producir un aumento sostenido en HCO3- y AMPc. En ratones,
se postula que existe una incorporación de HCO3- electrogénica y dependiente de Na+, y se planteó
que  es  a  través  de  los  miembros  del  cotransportador  de  Na+-bicarbonato  (Na+-bicarbonate
cotransporter:  NBC)  (Demarco  et  al.,  2003).  El  mecanismo  de  la  entrada  inicial  de  HCO3-  en  el
espermatozoide humano, sin embargo, es completamente desconocido.
Por otra parte, en el capítulo anterior demostramos que en humanos la regulación del potencial de
membrana (Em) durante la capacitación es altamente dependiente de la actividad de PKA y CFTR. En
espermatozoides  de  ratón,  se  reportó  que  CFTR está  involucrado  en  el  control  del  potencial  de
membrana mediante la regulación del canal de Na+ epitelial (Epithelial-Na+-Channel ENaC). Apoyando
esta  hipótesis,  se  reportó  que:  i)  el  espermatozoide  de  ratón  expresa  ENaC-α  y  ENaC-δ  y  la
localización del primero coincide con la de CFTR en la pieza media (Hernández-González et al., 2006);
ii)  registros  de  corriente  mediante  patch-clamp de  espermatozoides  testiculares  mostraron  un
componente sensible a amiloride consistente con la presencia de ENaCs  (Martínez-López et al., 2009)
iii) Resultados previos indican que la permeabilidad al Na+ está involucrada en el establecimiento del
Em y que esta permeabilidad al Na+ se reduce durante la capacitación de espermatozoides (Demarco
et al.,  2003b;  Escoffier  et al.,  2012). Estos resultados son consistentes con la hipótesis  de que el
transporte de Na+ electrogénico se reduce durante la capacitación, lo que resulta en hiperpolarización.








hiperpolarización fisiológica inducida en condiciones capacitantes no depende de la reducción de la
permeabilidad de Na+, sino de un aumento en la permeabilidad de K+ dependiente de Slo3 (Chávez et
al., 2013). 
En los espermatozoides humanos, aún no se conoce bien qué canal sería el principal responsable de
la regulación en el Em durante la capacitación. Sin embargo, se sabe que la regulación del Em en el
espermatozoide  humano  es  un  evento  fundamental  para  la  fertilidad  masculina,  ya  que  hombres
subfértiles con baja tasa de éxito en FIV poseen un Em más despolarizado (Brown et al., 2016). Se
conoce que SLO3 (López-González et al., 2014; Mansell et al., 2014), SLO1 (Mannowetz et al., 2013;
Mansell  et  al.,  2014) y  la  subunidad ENaC-α (Kong  et  al.,  2009) se  encuentran presentes en los
espermatozoides humanos. Con respecto a la participación de SLO1 y SLO3, López-González y col.
han  probado  que  cuando  los  espermatozoides  humanos  se  capacitan  en  presencia  de  distintos
inhibidores de SLO1 y SLO3, el  Em de la  población es similar  al  Em de cuando los mismos son
incubados en un medio no capacitante sin HCO3-, sin BSA ni Ca++ (López-González et al., 2014). Por
otra parte, observamos en el Capítulo II que la inhibición de CFTR resulta en la despolarización de la
membrana, y que puede restaurarse mediante el agregado de análogos de AMPc. De esta manera, en
este capítulo investigaremos la hipótesis de que la actividad de CFTR es necesaria para la inhibición
de ENaC y, por lo tanto, para el mantenimiento de una menor permeabilidad a Na+ y la regulación de
Em durante la capacitación.
En conjunto,  en el  Capítulo III  evaluaremos la participación del  Na+ en la  regulación del  Em y la
activación de la vía AMPc/PKA mediante el estudio del cotransportador NBC y el canal ENaC.
HIPÓTESIS
El HCO3- se incorpora inicialmente y de manera rápida en el espermatozoide humano a través de los








capacitación. La activación de CFTR a su vez está acoplada a la actividad de ENaC, de modo de
inhibir su actividad impidiendo el transporte de Na+ y dando como resultado la hiperpolarización de la
membrana. 
OBJETIVO
Estudiar  la  participación de NBC y ENaC en la  vía de señalización AMPc /  PKA asociada con la
capacitación y en la regulación del Em.
RESULTADOS
EL TRANSPORTE DE NA+ ES NECESARIO PARA LA ACTIVACIÓN DE LA VÍA DE AMPC /
PKA Y LA REGULACIÓN DEL EM.
Anteriormente hemos demostrado el  papel  de CFTR en la  entrada sostenida de  HCO3-  durante la
capacitación. Sin embargo, debido a que el CFTR requiere ser fosforilado por PKA para estar activo,
postulamos que se produciría un transporte inicial de HCO3- en el espermatozoide humano para activar
ADCY10 y que el aumento de AMPc a su vez activaría PKA. Entre los posibles transportadores se
propusieron los cotransportadores Na+/HCO3-  (NBC) como esenciales para la entrada de HCO3- en el
espermatozoide  de  ratón  (Demarco  et  al.,  2003).  Para  evaluar  si  esto  mismo  ocurre  en
espermatozoides humanos, reemplazamos el  NaCl del medio CAP por cloruro de colina. Como se
muestra en la Fig. 3.1 A y B, la reducción de la concentración de Na+ en la capacitación resultó en la
disminución de los niveles de pPKA y pY. Esto fue evidente incluso cuando la concentración de Na+ se
redujo de 119 mM a 88 mM. Dado que esto podría deberse a un efecto tóxico de la colina sobre los
espermatozoides, controlamos la viabilidad de las células (Fig. 3.1 C). Observamos que hasta la [Na+]e
de 58 mM no se afectó significativamente la viabilidad celular determinada con eosina-Y, por lo tanto la
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Fig 3.1 Se requiere del Na+ extracelular para la activación de la vía AMPc/PKA y la regulación del Em. A Los 
espermatozoides se incubaron en medios CAP con diferentes concentraciones de Na+. El medio completo 
contiene Na+ 119 mM. Se procesaron alícuotas de cada condición para Western Blot con anticuerpos anti-pPKA 
(panel izquierdo) o anti-pY (panel derecho) y luego las membranas se volvieron a incubar con un anticuerpo anti-
β-tubulina para control de carga (panel inferior).  B  Semicuantificación de pPKA y pY relativizado a tubulina 
normalizada con respecto CAP (* p<0.05,** p<0.01, *** p<0.001, t-test vs 100 n=4) C Los espermatozoides 
humanos se incubaron durante 3 horas con diferentes concentraciones de Na+ y el porcentaje de células vivas 
se evaluó mediante eosina-Y. C Los espermatozoides humanos se incubaron en medio CAP con diferentes 
[Na+]e. Posteriormente, se procesaron alícuotas de cada condición mediante citometría de flujo para evaluar el 
Em con DiSC3 (5) usando BCECF-AM para estimar la viabilidad. Se muestran los histogramas de porcentaje del 
máximo de eventos (% Máx) frente a la fluorescencia de  DiSC3 (5) de espermatozoides no teñidos con BCECF. 
D Los espermatozoides humanos se incubaron en medio CAP con [Na+]e 58 mM. Posteriormente, se procesaron 
alícuotas de cada condición mediante citometría de flujo para evaluar la [Na+]i con CoroNa Red y el BCECF para 
estimar la viabilidad. Se muestran los histogramas del porcentaje del máximo de eventos (% Máx) vs la 
fluorescencia de CoroNa Red de espermatozoides no teñidos con BCECF. Estos experimentos se repitieron al 




 disminución de la concentración de Na+ afecta la entrada de HCO3-, establecimos las condiciones para
estimar el Na+ intracelular mediante citometría de flujo tal como se describe en "Materiales y métodos".
Como control,  la adición del desacoplante mitocondrial  CCCP, mostró que CoroNa Red no detecta
significativamente  los  cambios  de  [Na+]i en  las  mitocondrias  (Fig  MM  4).  Para  demostrar  que  al
disminuir la [Na+]e disminuye la [Na+]i los espermatozoides se incubaron a 58 mM de Na+ en medio CAP
y se comparó su fluorescencia con respecto al control CAP (119 mM de Na+). Como se muestra en la
Fig  3.1E  los  espermatozoides  expuestos  a  niveles  más  bajos  de  [Na+]e mostraron  una  menor
fluorescencia de CoroNa Red.
En el capítulo anterior, demostramos que la inhibición de PKA provocó la despolarización del Em en el
espermatozoide humano. Ya que al disminuir el [Na+]e se afecta la actividad de PKA, evaluamos el
efecto de la [Na+]e en el Em. Los espermatozoides se incubaron en medio CAP a distintas [Na+]e. La
estimación  del  potencial  de  membrana de espermatozoide se evaluó  mediante  citometría  de  flujo
utilizando DiSC3(5) como se describió previamente. Como se muestra en la Fig. 3.1 D, la disminución
de la [Na+]e. produjo una despolarización de la membrana de una manera concentración-dependiente.
En conjunto, estos resultados sugieren la que el transporte de Na+ está involucrado en la entrada de
HCO3-, requerida para la activación de PKA y, por lo tanto, para la regulación del Em. 
EL  COTRANSPORTADOR  NBC  ES  NECESARIO  PARA ACTIVAR  LA VÍA  AMPC  /  PKA Y
PARA LA REGULACIÓN DE EM DURANTE LA CAPACITACIÓN.
Estudios previos en ratones postularon que el contransportador NBC es responsable de la entrada
inicial  de  HCO3-  durante  la  capacitación  (Demarco  et  al.,  2003).  Para  probar  esta  hipótesis  en el
espermatozoide humano, utilizamos un inhibidor específico y reversible de NBC, s0859 (Ch’en et al.,








de ratón. En este modelo hay evidencia previa del funcionamiento de NBC durante la capacitación, si
bien nunca se mostró la inhibición farmacológica de este transportador en estas condiciones. Como se
muestra en la Fig. 3.2 A y B, hubo una disminución dependiente de la concentración en los niveles de
pPKA  y  pY.  De  forma  similar,  los  espermatozoides  humanos  incubados  en  presencia  de
concentraciones crecientes de s0859 también mostraron niveles más bajos de pPKA y pY (Fig. 3.3 A y
B). 
Se eligió la concentración de 5 μM para s0859 para los siguientes experimentos ya que los niveles de
pY y pPKA disminuyeron significativamente a esta concentración pero la viabilidad determinada por
eosina-Y no se afectó significativamente (Fig.3.3 C).  Apoyando esta observación,  observamos que
s0859 dio como resultado niveles más bajos de [Na +]i estimados mediante la fluorescencia de CoroNa
Red evaluada mediante citometría de flujo (Fig. 3.3 E).
Para evaluar si la inhibición de NBC impacta en el Em del espermatozoide humano, los mismos se
incubaron en medio CAP en presencia de concentraciones crecientes de s0859. De modo consistente
con la pPKA (Fig 3.3 A y B), con 5 μM de s0859 hubo un efecto máximo en la despolarización del Em
(Fig. 3.3 D). Junto con los experimentos a distintas concentraciones de Na+, estos resultados sugieren
que los cotransportadores NBC están involucrados en la entrada inicial de HCO3- para desencadenar la
activación de vía AMPc / PKA y el control del Em.
LAS CORRIENTES DE SLO3 Y SLO1 EXPRESADAS EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS
NO ESTÁN ALTERADAS POR EL INHIBIDOR DE NBC S0859.
Como se mencionó en la “Introducción General”,  se plantea que los canales SLO3 y SLO1 de K+
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Fig 3.2 La inhibición farmacológica de NBC inhibió la vía de AMPc / PKA en espermatozoides de ratón. A 
Los espermatozoides de ratón se incubaron en medio CAP durante 90 minutos con diferentes 
concentraciones del inhibidor de NBC s0859. Los espermatozoides también se incubaron en condiciones 
NC (sin HCO3- ni BSA). Se procesaron alícuotas de cada condición para Western Blot con anticuerpos 
anti-pPKA (panel izquierdo) o anti-pY (panel derecho) y luego las membranas se volvieron a reincubar con 
un anticuerpo anti-β-tubulina para control de carga (panel inferior). B  Semicuantificación de pPKA y pY 
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Fig 3.3 La inhibición farmacológica de NBC con s0859 resultó en la inhibición de la vía de AMPc / PKA y 
despolarización de la Em durante la capacitación de espermatozoides humanos. A Los espermatozoides 
humanos se incubaron en medio CAP durante 90 minutos con diferentes concentraciones del inhibidor de 
NBC s0859. Se procesaron alícuotas de cada condición para Western Blot con anticuerpos anti-pPKA 
(panel izquierdo) o anti-pY (panel derecho) y luego las membranas se volvieron a reincubar con un 
anticuerpo anti-β-tubulina para control de carga (panel inferior). B Semicuantificación de pPKA y pY 
relativizado a tubulina normalizada con respecto CAP (** p<0.01, *** p<0.001, t-test vs 100 n=3) C Los 
espermatozoides humanos se incubaron con diferentes concentraciones de s0859 y el porcentaje de 
células vivas se evaluó mediante Eosina-Y.  D Los espermatozoides humanos se incubaron en medio CAP 
a distintas concentraciones de s0859 y se procesaron para citometría de flujo. Se muestran histogramas 
del porcentaje máximo de eventos (% Máx) vs la fluorescencia de DiSC3 (5) de espermatozoides no 
teñidos con BCECF. E Se procesaron alícuotas de espermatozoides humanos incubados en medio CAP 
presencia o ausencia de s0859.  Se muestran histogramas del porcentaje máximo de eventos (% Máx) vs 
la fluorescencia de CoroNa Red. Estos experimentos se repitieron al menos 3 veces con resultados 
similares.   















al., 2013; Mansell  et al., 2014). Para determinar si la actividad de los canales SLO3 y SLO1 podría
alterarse  de  manera  no  específica  por  el  inhibidor  de  NBC s0859,  se  ensayó  el  efecto  de  este
compuesto  a  la  concentración  elegida  en  este  trabajo  (5  μM)  sobre  SLO3  y  SLO1  expresados
heterólogamente. 
Las mediciones de corrientes por técnica de dos electrodos de SLO3 y SLO1 expresadas en ovocitos
de Xenopus indican que estos canales no se inhibieron significativamente por el agregado de 5 μM de
s0859 en el rango de voltajes ensayados (Fig. 3.4 y Fig 3.5).  El uso de TEA, un inhibidor de SLO1
(López-González  et  al.,  2014),  y  de  Ba+,  un  inhibidor  de  SLO3  (Sánchez-Carranza  et  al.,  2015),
funcionaron como controles positivos en nuestro sistema.
LOS  AGONISTAS  DE  AMPC  RESCATARON  LOS  EFECTOS  INHIBITORIOS  CAUSADOS
POR S0859 SOBRE PPKA Y PY Y EM.
La presencia del inhibidor s0859 durante la incubación en medio CAP redujo los niveles de pPKA y pY
(Fig. 3.3 A y B). La adición de análogos de AMPc permeables e inhibidores de fosfodiesterasas tales
como BrAMPc e IBMX indujeron la pPKA y pY incluso en presencia de s0859 (Fig. 3.6 A y B). Estos
resultados son coherentes con el papel de NBC río arriba de la activación de PKA. De forma similar,
BrAMPc/IBMX rescató la despolarización causada por la inhibición de NBC con s0859 (Fig. 3.6C). En
conjunto, estos resultados sugieren que los cotransportadores de NBC participan en la absorción inicial









Fig 3.4  El inhibidor s0859 no tiene efecto sobre el SLO1 expresado en ovocitos de Xenopus. A Las 
corrientes de SLO1 fueron evocadas por pulsos de voltaje de -90 a +80 mV en pasos de 10 mV con un 
potencial de mantenimiento de -100 mV. Los ovocitos fueron perfundidos en condiciones control (solución 
ND96 en el baño), y después de la aplicación de s0859 5 μM, luego lavados y tratados con 5mM de TEA. 
B Relación I-V en condiciones de control, 5 μM s0859 y TEA 5mM  (media± SEM, n = 4 ovocitos). C 





Fig 3.5  El inhibidor s0859 no tiene efecto sobre el SLO3 humano expresado en ovocitos de Xenopus junto 
a la subunidad LRRC52. A Las corrientes de SLO3 fueron evocadas por pulsos de voltaje de -90 a +80 mV 
en pasos de 10 mV con un potencial de mantenimiento de -100 mV. Los ovocitos fueron perfundidos en 
condiciones control (solución ND96 en el baño), y después de la aplicación de s0859 5 μM, lavados y 
tratados con Ba++ 1mM. B Relación I-V en condiciones de control, s0859 5 μM y Ba++ 1mM (media± SEM, n 
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Fig 3.6 Los análogos de AMPc rescataron el efecto inhibitorio sobre la vía de AMPc / PKA y el Em causado 
por el inhibidor de NBC s0859. A Espermatozoides humanos se incubaron durante en medios CAP en 
presencia o ausencia de s0859 5 μM. Los análogos de AMPc (BrAMP 1 mM + IBMX 0,2 mM) rescataron la 
inhibición causada por s0859 sobre la vía cAMP / PKA. B Semicuantificación de pPKA y pY relativizado a 
tubulina normalizada con respecto CAP (** p<0.01 t-test vs 100 n=4) C Los espermatozoides humanos se 
incubaron en medio CAP en ausencia o presencia de s0859 5 μM. Posteriormente, se procesaron 
alícuotas de cada condición para evaluar Em mediante la fluorescencia de DiSC3 (5) y utilizando BCECF-
AM para estimar la viabilidad mediante citometría de flujo. Los análogos de AMPc (BrcAMP 1 mM y IBMX 
0,2 mM, línea punteada) rescataron la disminución en Em producida por s0859 (5 μM, línea continua). 
Estos experimentos se repitieron al menos 3 veces con resultados similares.
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CAPÍTULO III
LA  ADICIÓN  DE HCO3  -PRODUJO  UNA  RÁPIDA  HIPERPOLARIZACIÓN  DE  MEMBRANA
MEDIADA POR CANALES SENSIBLES A AMILORIDE
Cuando los espermatozoides humanos se incubaron en medio sin HCO3- (ᴓHCO3–), mostraron un Em
más despolarizado que la condición control CAP. La adición de HCO3- a estas células hiperpolarizó la
membrana plasmática de modo de llegar a un nivel similar al observado en la población capacitada,
donde el HCO3- estuvo presente en el medio CAP desde el principio Fig. 3.7A.
Para determinar la cinética de esta hiperpolarización, se monitoreó los cambios en fluorescencia de
DiSC3 (5) tras la adición de  HCO3-  mediante citometría de flujo. En estos experimentos, tan pronto
como se registró el valor de fluorescencia inicial (tiempo = 0 s, antes de la adición de  HCO3-),  las
células se registraron continuamente dentro de los siguientes 4 minutos después de la adición de 25
mM de HCO3-. En cada experimento, normalizamos la mediana de fluorescencia del histograma a cada
tiempo por el máximo valor de fluorescencia al que se llega luego del agregado de valinomicina 1 µM,
ya que en nuestras condiciones, este valor de potencial equivale al Keq de K+. Como se muestra en la
Fig. 3.7 B, la hiperpolarización de la membrana causada por la adición de HCO3- ocurre en cuestión de
minutos.
Algunas  isoformas  de  NBC son  electrogénicas  tales  como NBC1 (SLC4A4, 2HCO3-:1Na+),  NBC4
(SLC4A5, 2HCO3-:1Na+) y K-NBC3 (SLC4A8, 2HCO3-:1Na+), mientras NBC3 (SLC4A7, 1HCO3-:1Na+)
es electroneutra. Por este motivo, la hiperpolarización de la membrana observada por el agregado de
HCO3- podría explicarse por el  funcionamiento de un NBC electrogénico.  Apoyando esta hipótesis,
cuando  las  células  se  incubaron  con  el  inhibidor  de  NBC  s0859  y  se  les  agregó  HCO3-,  esta
hiperpolarización  rápida  se  vio  inhibida  (Fig.  3.7  B,  azul).  Sin  embargo,  cuando  las  células  se
preincubaron con inhibidores de CFTR y PKA (inh-172 y H89, respectivamente) cuya activación ocurre













BrAMPc        
/IBMX






ΘHCO3- + Ami 
CAP
 Fluorescencia de DISC3(5) (UA)





ΘHCO3- + HCO3- 
CAP
C D
Fig 3.7  La entrada de HCO3- induce una hiperpolarización rápida de membrana mediada por canales 
sensibles a amiloride en el espermatozoide humano. A Espermatozoides humanos se incubaron en 
presencia de medio CAP (gris) o ausencia de HCO3- (línea continua negra). Luego, las células se cargaron 
con DiSC3 (5) para evaluar el Em. Las células que no estuvieron expuestas a HCO3- mostraron un Em 
más despolarizado en comparación con el CAP incubado desde un principio con HCO3-. La adición de 
HCO3- (25 mM) indujo una rápida hiperpolarización de la membrana en el espermatozoide humano. B 
Espermatozoides humanos se incubaron en ausencia de HCO3-. Después de eso, las células se cargaron 
con DiSC3 (5) para evaluar el Em. Luego, se registró la fluorescencia DiSC3 (5) antes (tiempo = 0 min) y 
después de la adición de 25 mM de HCO3- (Flecha negra). En cada experimento, las medianas de 
fluorescencia de DiSC3 (5) obtenidas de los histogramas a cada tiempo, se relativizaron con respecto al 
máximo de fluorescencia alcanzado dentro de los 4 min después de la adición de valinomicina 1 μM a la 
condición CAP. Los puntos representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos. (*** p <0.001 ** p 
<0.01 vs DMSO a los 4 min, ANOVA de dos vías con Dunnet post test) C Los espermatozoides humanos 
se incubaron en presencia (CAP) o ausencia de HCO3-. Luego, las células se cargaron con DiSC3 (5) para 
evaluar el Em. Las células que no estuvieron expuestas a HCO3- mostraron un Em más despolarizado en 
comparación con los que sí tienen HCO3- (CAP). La adición de análogos de AMPc (BrAMPc 1 mM y IBMX 
0,2 mM, línea de puntos) durante la incubación en ausencia de HCO3- evitó la despolarización. D La 
despolarización causada por la ausencia de HCO3- también pudo ser rescatada por amiloride 1μM (línea a 
rayas). Estos experimentos se repitieron al menos 4 veces con resultados similares.
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una leve hiperpolarización, mientras que en presencia del inh-172 se ve una despolarización (Fig. 3.7
B, verde y rosa). Estos resultados sugieren que el principal aporte a hiperpolarización de la membrana
inducida por  HCO3- es causada principalmente por otros reguladores del Em que se encuentran río
abajo de la  activación de NBC, postulamos que son PKA y CFTR. Para respaldar  aún más estas
observación, los espermatozoides humanos incubados en ausencia de HCO3- fueron coincubados con
análogos de AMPc. De acuerdo con nuestra hipótesis, lo análogos actuarían río abajo de NBC y río
arriba de PKA y CFTR. Como era de esperar, la adición BrAMPc / IBMX rescató la despolarización
causada por la ausencia de HCO3- (Fig. 3.7 C). 
Dado que la hiperpolarización de la membrana causada por la entrada de HCO3- ocurriría río abajo de
NBC, PKA y CFTR, planteamos la hipótesis de que la activación de CFTR podría causar el cierre del
canal sensible a la amiloride (ENaC). De este modo, su cierre resultaría en la hiperpolarización de Em,
de modo similar a lo que se reportó para espermatozoides de ratón (Escoffier et al., 2012, 2015). Para
probar esta hipótesis, los espermatozoides que no estuvieron expuestos a  HCO3- se trataron con el
inhibidor de ENaC, amiloride. Si la hipótesis es correcta, amiloride podría recuperar la despolarización
causada por la ausencia de HCO3-. Efectivamente, eso fue lo que observamos (Fig. 7 D). En conjunto,
estos  resultados  sugieren  que  los  canales  sensibles  a  la  amiloride  como  ENaC contribuyen  a  la
regulación de Em. 
LA  SUBUNIDAD  Β-ENAC  SE  EXPRESA  EN  ESPERMATOZOIDES  HUMANOS  Y  ENAC
CONTRIBUYE A LA REGULACIÓN DEL EM. 
Para apoyar aún más nuestra observación, exploramos la expresión de la subunidad ß del canal de








sola banda con un tamaño molecular de ~75 kDa, cercano al peso molecular predicho de 73 kDa para
esta subunidad (Fig. 3.8 A). La localización de esta subunidad lamentablemente no la conocemos ya
que inmunofluorescencia del canal con este anticuerpo no funcionó. 
Debido a que los canales de ENaC son selectivamente permeables al Na+, evaluamos si la inhibición
de ENaC con 1 μM de amiloride afectaba la [Na+]i. Como se esperaba, el amiloride redujo los niveles
de Na+ intracelular estimados por fluorescencia de CoroNa Red mediante citometría de flujo (Fig. 3.8
B). 
Como previamente  se mostró,  los  espermatozoides incubados en presencia  del  inhibidor  de NBC
s0859 mostraron un potencial  más despolarizado en comparación con el  control  (CAP).  Apoyando
nuestra hipótesis, la inhibición de ENaC por amiloride también rescató la despolarización causada por
s0859 (Fig. 3.8 C). Para apoyar aún más estas observaciones, monitoreamos mediante citometría de
flujo los cambios de fluorescencia de DiSC3 (5) luego del agregado de 40 mM de NaCl en distintas
condiciones. En estos experimentos, antes de la adición de NaCl, se registró el valor de fluorescencia
inicial. Las células se controlaron continuamente dentro de los siguientes 4 minutos después de la
adición de NaCl y se midió la fluorescencia con respecto a la fluorescencia máxima alcanzada luego de
la adición de valinomicina 1 μM. De acuerdo con nuestra hipótesis, en condiciones donde el ENaC está
cerrado debido a la inhibición de CFTR (CAP) o de amiloride (Ami), la adición de NaCl favorecería la
incorporación de Na+ y HCO3- a través de NBC electrogénico y produciría la hiperpolarización de la
membrana  (Fig.  3.8 D).  Por  el  contrario,  la  incubación de espermatozoides en condiciones donde
ENaC está abierto debido a la inhibición de CFTR o de NBC (con inh-172 o s0859, respectivamente),
la  adición  de  NaCl  provocó  la  entrada  de  Na+ a  través  de  ENaC  dando  como  resultado  una
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Fig 3.8 Se detectó la subunidad β-ENaC y el inhibidor de ENaC amiloride afecta el Em en 
espermatozoides humanos A Las proteínas extraídas de espermatozoides humanos se analizaron 
mediante SDS-PAGE en un gel al 8%. Se enfrentaron a anticuerpos contra la subunidad β-ENaC al 
extracto obtenido de 5 x106 espermatozoides. B Los espermatozoides humanos se incubaron en presencia 
(Ami) o ausencia (CAP) de amiloride 1 μM.  Luego, se cargaron con CoroNa Red para estimar el Na+ 
intracelular C Los espermatozoides se incubaron en medio CAP en presencia o ausencia de s0859 (5 μM) 
o amiloride (1 μM) y se estimó el Em con DiSC3 (5) por citometría de flujo. D Los espermatozoides 
humanos se incubaron en medio CAP en presencia (CAP) o ausencia (Ami) de amiloride 1 μM. Luego, las 
células se cargaron con DiSC3 (5) para evaluar el Em. Se registró la fluorescencia DiSC3 (5) antes (t = 0 
min) y después (flecha) de la adición de NaCl 40 mM. En cada experimento, la fluorescencia se relativizó 
al máximo alcanzado después de la adición de valinomicina 1 μM dentro de los primeros 4 min. E 
Espermatozoides humanos se incubaron en condiciones capacitantes en presencia de 5 μM de inh-172 o 
5 μM de s0859. Luego las alícuotas se procesaron de la misma manera que en D. Los valores de D y E 
representan la media ± SEM de al menos 3 experimentos. F La adición de amiloride 1 μM no rescató el 
efecto inhibitorio de s0859 en la vía de AMPc / PKA a juzgar por los niveles de pPKA (panel izquierdo) y pY 
(panel derecho). G Amiloride 1 μM no tuvo efecto sobre el pHi evaluado mediante fluorescencia BCECF-
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Como control, hemos evaluado los niveles de pPKA y pY en presencia de 1 μM de amiloride y, como se
esperaba,  no se observaron cambios  (Fig.  3.8  F).  Dado  que  el  amiloride  puede bloquear  a  altas
concentraciones  al  intercambiador  Na+/H+ NHE-1  (Wang  et  al.,  2003),  se  evaluó  si  la  adición  de
amiloride afecta el pHi de los espermatozoides humanos. Estimamos el pH intracelular con la sonda
fluorescente  BCECF-AM  usando  citometría  de  flujo  y  tal  como  se  esperaba,  no  encontramos
diferencias en comparación con el control (Fig. 3.8 G). 
DISCUSIÓN
Cuando  los  espermatozoides  abandonan  el  epidídimo  y  se  enfrentan  al  plasma  seminal,  las
concentraciones de Na+ y HCO3- cambian abruptamente. Mientras que en el epidídimo la [HCO3-] es ~
2-4 mM  (Okamura  et al., 1985) y la [Na+] es ~ 30mM  (Hinton  et al., 1981) en el plasma seminal la
concentración de ambos iones es al menos 4 veces mayor: para el HCO3– ~25 mM  (Vishwakarma,
1962) y para el [Na+] ~102-143 mM  (Owen, 2005). Planteamos como hipótesis entonces que estos
cambios en las concentraciones de ambos iones pueden favorecer el  ingreso inicial  de  HCO3–,  de
modo de acoplar la entrada de este ion al gradiente de Na+. En este trabajo, demostramos por primera
vez en el espermatozoide humano la participación del cotransportador Na+/HCO3- NBC en el transporte
inicial de HCO3-. También demostramos que este transporte inicial es necesario para la activación de la
vía  de  AMPc  /  PKA.  Además,  hemos  mostrado  evidencia  del  papel  de  los  canales  ENaC  en  la
regulación de Em. 
En cuanto a la participación de los NBC, estos transportadores constituyen una familia de al menos
cuatro isoformas que transportan Na+ y HCO3- con distintas estequiometrías.  Algunas de ellas son
electrogénicas mientras que otras son electroneutras (Liu et al., 2012; Romero et al., 1997; Sassani et
al.,  2002).  La  isoforma electroneutra  NBC3 (SLC4A7)  fue detectada  en  testículo  (Ishibashi  et  al.,







la expresión de la isoforma electrogénica NBC 1 (SLC4A4) en espermatozoide de rata (Jensen et al.,
1999). Desde un punto de vista funcional,  el papel de la NBC en el transporte inicial de HCO3- se
informó por primera vez en espermatozoides de ratón por Demarco y colaboradores (Demarco et al.,
2003),  quienes también  postularon que  la  captación  de HCO3- es  electrogénica y  puede inhibirse
cuando se quita Na+ de los medios de incubación. 
En el  Capítulo  II  además,  demostramos que el  CFTR participa en la  entrada sostenida de HCO3-
durante la capacitación de espermatozoide humano. Sin embargo, debido a que la fosforilación por
PKA es esencial para la actividad de CFTR, postulamos la existencia de un transporte inicial de HCO3-.
Sobre la base de los resultados anteriores en el ratón, planteamos que el NBC sería responsable de
ese influjo de HCO3-.  Los resultados presentados en este trabajo apoyan que la entrada inicial  de
HCO3-:  A) es dependiente de Na+;  B) es inhibido por el inhibidor de NBC s0859; C) los efectos la
inhibición de NBC pueden ser revertidos por fármacos que actúan río abajo de la entrada de HCO 3-
como el agregado de análogos de AMPc.
Uno de los  eventos más interesantes  que ocurre durante la  capacitación de los  mamíferos es  la
hiperpolarización de la membrana plasmática. Este fenómeno se observó en al menos 3 especies de
mamíferos  diferentes,  como el  ratón,  bovino  y  humano  (De  La  Vega-Beltran  et  al.,  2012;  López-
González et al., 2014; McPartlin et al., 2011; Zeng et al., 1995). La hiperpolarización de la membrana
parece ser esencial para la exocitosis acrosomal en espermatozoides de ratón (De La Vega-Beltran et
al., 2012) y nuestros resultados sugieren que también para el humano (Fig 2.10 B). Resultados previos
de varios laboratorios han postulado la participación de los ENaC, CFTR, canales de K + y otros de Cl-
en la hiperpolarización de espermatozoides en ratón. La activación del canal de K+  SLO3 se plantea
que es el mecanismo principal por el cual la membrana plasmática espermática murina se hiperpolariza
durante la capacitación (Santi et al., 2011). En los espermatozoides humanos, aún no se conoce bien








nuestros colaboradores han estudiado el rol de SLO1 y SLO3 durante la capacitación (López-González
et al., 2014), aún no es claro el rol de otros canales como los ENaCs. Lo que se observa en ambas
especies  es  que  la  activación  de  la  PKA que  ocurre  durante  la  capacitación  es  crítica  para  la
hiperpolarización de la membrana (Escoffier et al., 2015). En el ratón, se demostró que Src quinasa es
el jugador que conecta la activación de PKA y la hiperpolarización a través de la regulación de los
canales de K+  SLO3 por mecanismos que requieren estudiarse en mayor profundidad  (Stival  et al.,
2015). En espermatozoides humanos, hemos observado en el Capítulo II que además de la actividad
de PKA, CFTR es esencial para regular el Em.
En esta parte de nuestro trabajo investigamos la hipótesis de que la activación de CFTR resulta en el
cierre  de  los  canales  de  ENaC.  ENaC  es  un  canal  heteromultimérico  que  puede  formarse  por
combinación de cuatro subunidades: α, β, γ o δ, donde α y δ forman directamente el poro del canal
(Kellenberger y Schild, 2002; de la Rosa et al., 2000). En espermatozoides de ratón, la presencia de
ENaC-β aun no ha sido reportada. En esta especie, los ARNm ENaC-α y δ se detectaron en extractos
de espermátidas alargadas aisladas, mientras que las proteínas se encontraron en inmunoblots de
preparaciones de membrana de espermatozoides (Hernández-González et al., 2006). En el ratón, el
Em en los espermatozoides no capacitados se hiperpolariza, ya sea por una disminución de [Na+]e, o
por la adición del bloqueador del canal ENaC, amiloride (Hernández-González et al., 2006), sugiriendo
que ENaC está funcionalmente presente en el espermatozoide maduro y el cierre de este canal podría
ser al menos en parte responsables de la hiperpolarización del Em. Sin embargo, se planteó que la
hiperpolarización  fisiológica  inducida  durante  la  capacitación  no  depende  de  la  reducción  de  la
permeabilidad de Na+, sino del incremento en la permeabilidad de K+ dependiente de SLO3 o SLO1
(Chávez et al., 2013). 
En humano, trabajos anteriores demostraron la  presencia de la  subunidad ENaC-β en el  testículo








espermatozoides humanos y Kong y col., 2009 mostró la presencia de ENaC-α por Western Blot y su
detección  por  inmunocitoquímica  en  la  pieza  media  de  espermatozoides  humanos.  Estos  últimos
autores además muestran que el tratamiento de espermatozoides humanos con EIPA, un inhibidor de
ENaC, mejora la  movilidad tanto en donantes sanos como en pacientes astenospérmicos. Aunque
hasta el momento no se ha mostrado la corriente ENaC en espermatozoies eyaculados, es interesante
mencionar que en un estudio realizado en 81 pacientes subfértiles sometidos a FIV / ICSI, un paciente
con Em muy despolarizado y baja tasa de FIV presentó una fuga de corriente interna, probablemente
de Na+  (Brown  et al.,  2016). Si ENaC se encontrara presente y abierto en el  espermatozoide, por
ejemplo por desregulación debido a falla en el funcionamiento de CFTR, coincidiría con este tipo de
conductancia. Desafortunadamente, Brown  et al. informan que este paciente no dio permiso para el
análisis genético, por lo que desconocemos si la detección de esta fuga podría coincidir con la apertura
de ENaC. Es importante mencionar además que CFTR regula negativamente los canales de Na+ que
contienen β-ENaC o γ-ENaC modulando su activación al extender el tiempo medio del cierre del canal
(Berdiev  et al., 2009). A partir de este estudio, se sugirió una interacción directa de las subunidades
ENaC  con  CFTR.  Aquí  demostramos  por  primera  vez  la  expresión  de  la  subunidad  ENaC-β  en
espermatozoides humanos. Por otra parte, otra evidencia de la presencia de este canal es que hemos
demostrado cambios en el Em después de la adición de amiloride. Este fármaco   interactúa en el sitio
de unión a Na+ e impide el paso de iones a través de las subunidades α, β y γ de ENaC (Platt et al.,
2009). En particular, el efecto de la amiloride fue evidente cuando las células se incubaron en ausencia
de  HCO3-.  En  esta  condición,  planteamos  que  los  canales  de  ENaC estarían  abiertos  porque  de
acuerdo con nuestro modelo, CFTR permanecería inactivo. Estos resultados también son respaldados
por los experimentos en los que agregamos NaCl.  En una condición donde ENaC está abierto,  la
adición de Na+ produjo una despolarización rápida. De la misma manera, la conexión entre NBC-PKA-
CFTR-ENaC en el espermatozoide humano se evidencia al incubar los espermatozoides en medio
CAP  con  menor  [Na+]e. Al  contrario  de  lo  que  ocurre  en  espermatozoides  de  ratón  en  que  la








González et al., 2006), en espermatozoides humanos, la menor [Na+]e  induce una despolarización del
Em. Planteamos que esto ocurre debido a que a menor [Na+]e, menor transporte de HCO3-  mediado por
NBC, lo cual afecta la actividad de PKA, y por lo tanto la de CFTR, causando la apertura de ENaC.
Teniendo en cuenta la [Na+]i  en el espermatozoide humano es ~3 mM  (Torres-Flores  et al., 2011) o
~17,8  mM  (Patrat  et  al.,  2000) el  KeqNa+ calculado  con  la  ecuación  de  Nerst  para  ambas
concentraciones intracelulares predice la entrada de Na+  a 28, 58, 73, 88, 199 mM de [Na+]e (KeqNa+:
+12,1,  +31,5  +35,7  +42,7  +50,7  y  +59,6  +79,1  +85,3  +90,3  +98,3  mV) y  por  lo  tanto  explica  de
despolarización observada en estas condiciones [Em reposo ~-40 mV (Linares-Hernández et al., 1998)
~-58 mV (Patrat et al., 2002)].
En  base  en  estos  resultados,  postulamos  que  en  los  espermatozoides  humanos  y  de  ratón  (y
probablemente otras especies de mamíferos) el  transporte inicial de  HCO3-   ocurre a través de los
cotransportadores NBC. Curiosamente, si bien el transporte inicial de HCO3- se conserva al menos en
estas dos especies, los subsiguientes pasos moleculares río abajo de NBC para producir la entrada










En este trabajo estudiamos los mecanismos moleculares asociados con la entrada de HCO3- en el
espermatozoide humano (Fig. D.1). En el primer capítulo discutimos acerca del ingreso de HCO3- a la
célula durante la exposición del espermatozoide al PS. Encontramos que la producción de AMPc es
incluso más elevada que la observada en el  medio CAP y que PKA mantiene una actividad basal
relativamente  alta,  pero  menor  que  en  el  medio  CAP.  Estos  resultados  indican  que  en  estas
condiciones  hay  una   entrada  basal  de  HCO3-.  Sin  embargo  en  el  PS  hay  otros  factores  que
contribuyen a reprimir una capacitación temprana  (Bechoua  et al.,  2011; Cross, 1996; Davis, 1974;
Davis y Niwa, 1974; Drisdel et al., 1995; Kanwar et al., 1979; Zaneveld et al., 1971). Dilucidamos que la
presencia de пPS sería el principal mecanismo de regulación de la vía AMPc/PKA, si bien la presencia
de alta concentración de colesterol en el medio también contribuiría. Nuestros resultados coinciden con
que esta inhibición se encuentra a nivel de PKA. Esta hipótesis es consistente con que existe una
acumulación de AMPc en presencia de las пPS y con que el mecanismo de inhibición es independiente
de la  actividad de fosofodiesteras y  del  [Ca++]e.  Por  otra  parte,  en el  capítulo  2 probamos que la
actividad de PKA es necesaria para la regulación del pHi y del Em durante la capacitación. Siguiendo la
misma lógica, evaluamos si la presencia de las пPS al afectar la actividad de PKA, modula el pHi y el
Em.  Efectivamente,  observamos  que  en  presencia  de  las  пPS el  pH  fue  más  ácido  y  el  Em se
encontraba  mucho  más  despolarizado  que  la  condición  control  CAP (Anexo  1  A y  B).  De  modo
coherente con estos resultados, la presencia del péptido sintético que no inhibió PKA, tampoco afectó
el pH y el Em (Anexo 1 C y D). 
Concluimos entonces a partir de los resultados de este trabajo, que en el PS existe un ingreso rápido
de HCO3- a los espermatozoides a través de NBC, produciendo la activación basal de PKA. De esta
manera, en el PS los espermatozoides se preparan para la entrada al tracto femenino, a la vez que se








D.1 Modelo de las vías de señalización propuestas para espermatozoides en el plasma seminal 
y en el tracto femenino. Arriba: Si bien el HCO3- presente en el PS ingresa a través de NBC 
activando de ADCY10, la presencia de proteínas (пPS) y de colesterol (CHO) del plasma 
seminal inhiben la vía de señalización AMPc/PKA a la altura de PKA, provocando la 
acumulación del AMPc. La acumulación del segundo mensajero probablemente se deba a 
bucle de retroaliimentación negativo entre la actividad entre PKA y  la ADCY10. La inhibición de 
PKA previene el aumento en el Em y la alcalinización del citoplasma, evitando la 
hiperactivación (HA) y la exocitosis acrosomal (EA) temprana. Abajo: En el tracto fememino el 
ingreso sostenido de HCO3-  a través de cotransportadores Cl- /HCO3- acoplados a la actividad 
de CFTR, la remoción de las пPS y la salida de colesterol dan lugar a la activación sostenida 
de PKA. La actividad de la misma es fundamental para la regulación del Em y el pHi durante la 
capacitación. La salida de Ca++ de reservorios junto con los cambios del Em son fundamentales 
para la EA y los cambios en el pH intracelular, para el desarrollo de la HA, dos eventos 























































 espermatozoides ingresan al tracto femenino, la remoción de пPS permite el avance rápido de los
eventos que ocurren durante la capacitación.  En esta fase ocurrirá la entrada sostenida de HCO3-
mediada por CFTR, la remoción de los factores decapacitantes provenientes del PS y la salida de
colesterol.  La  activación  sostenida  de  PKA modula  los  cambios  de  pHi  y  Em necesarios  para  el
desarrollo de la movilidad hiperactivada y la exocitosis acrosomal, fundamentales para la fecundación
(Fig. D.1 panel inferior). 
Los resultados obtenidos en esta tesis, a su vez abren otros interrogantes. Con respecto a la inhibición
causada por пPS, aún queda por dilucidar el mecanismo por el cual estas proteínas ejercen un efecto
inhibitorio. Actualmente se están llevando a cabo ensayos in vitro de actividad de PKA para evaluar si
las  пPS poseen un  efecto  directo  sobre  la  misma.  Sin  embargo,  esta  hipótesis  nos  parece poco
probable ya que el péptido o péptidos inhibidores deberían atravesar la membrana plasmática para
unirse en el citoplasma a PKA. Pensamos que tal vez el efecto sobre PKA sea indirecto y se deba a un
efecto  mediado  por  la  unión  a  un  receptor.  Poner  a  prueba  esta  hipótesis,  implica  realizar
experimentos adicionales. Por otra parte, aún queda pendiente dilucidar la identidad molecular de el o
los péptidos responsables de la inhibición. Si bien semenogelina-2 parece ser un buen candidato por
los  antecedentes  bibliográficos  y  por  nuestros  resultados  experimentales,  el  ensayo  del  péptido
sintético no replicó la capacidad inhibitoria del las пPS. El o los péptidos responsables podrían tratarse
entonces de otros fragmentos de semenogelina-2 u otra proteína presente en el PS. Una investigación
más profunda debe realizarse para resolver esta cuestión.
En la segunda parte esta tesis, también se abrieron otros interrogantes. Si bien logramos dilucidar que
la actividad de CFTR es fundamental para la EA, aún queda por descifrar el mecanismo a través del
cual interviene. Como describimos en el Capítulo ll, la hiperpolarización de membrana con valinomicina
no fue suficiente para restaurar las condiciones necesarias para la EA en presencia de inhibidores de








evento  fundamental  para  la  EA y  depende  de  la  entrada  de  HCO3-  (Sosa  et  al.,  2016).  Estas
observaciones sugieren que la inhibición de la EA por inh-172 podría deberse a la reducción de la
entrada de HCO3- que causa un inhibición de la salida de Ca++ de reservorios intracelulares. Si bien la
recuperación de la EA con tapsigargina apoya esta hipótesis, el mecanismo de inhibición aún queda
por  descubrirse.  Actualmente  nos  encontramos  colaborando  con  el  grupo  de  la  Dra.  Santi  en  la
Universidad de Washington, USA para estudiar el efecto de la entrada de HCO3- mediada por CFTR en
la acumulación de Ca++ en los reservorios intracelulares del espermatozoide humano. 
Por otra parte, si bien logramos dilucidar que PKA y CFTR influyen en el Em modulando la actividad de
ENaC, aún queda pendiente evaluar cómo PKA influye en el pHi. En espermatozoides de ratón se ha
encontrado la expresión de proteínas pertenecientes a la familia de intercambiadores Na+/H+ (NHEs).
Ratones que carecen de estos intercambiadores son infértiles (Wang et al., 2003). El sNHE específico
de espermatozoides de ratón tiene un sitio de unión a AMPc y forma un complejo estable con la sAC,
por  lo  que  está  íntimamente  relacionado  a  su  metabolismo  (Quill  et  al.,  2003).  Sin  embargo,  en
espermatozoides humanos no se ha detectado su participación, por lo que se postula que el canal Hv1
es  el  principal  responsable  de  la  alcalinización  del  citoplasma  durante  la  capacitación  del
espermatozoide humano (Miller  et al., 2015). Hasta el momento, no describió la modulación del Hv1
por AMPc. En cambio, se reportó que la apertura del Hv1 requiere de una fuerte despolarización (De-
la-Rosa et al., 2016; Takeshita et al., 2014). Sin embargo el Em de los espermatozoides humanos se
encontraría hiperpolarizado durante la capacitación. Es interesante mencionar que existen variantes
específicas de testículo del canal Hv1 denominadas Hv1Sper, las cuales son producto de un corte
proteolítico en la región N-terminal (R68). Cuando son expresados heterólogamente, estas variantes se
activan a potenciales menos despolarizantes. Si bien podría pensarse que un aumento relativo de esta
variante  podría  ser  responsable  de  la  alcalinización  surante  la  capacitación,  esto  no  es  así.  La
generación por proteólisis de Hv1Sper ocurriría en la espermatogénesis y su expresión relativa a Hv1








regulación del pHi del espermatozoide es un mecanismo complejo que involucra a varios participantes
y es el resultado del transporte de iones como el HCO3- y H+, modulados de distinta manera (Liu et al.,
2012; Nishigaki et al., 2014; Sun et al., 2017). Es necesario continuar con estos estudios para poder
dilucidar el rol de cada uno de los transportadores y canales involucrados en este proceso de manera
temporal y espacial en la célula. Actualmente nuestro laboratorio en colaboración con el grupo del Dr.
Darszon  y  la  Dra.  Treviño  de  la  Universidad  Autónoma  de  México,  se  encuentran  realizando  un
proyecto en conjunto para responder estos interrogantes. En este proyecto se utiliza como herramienta
la citometría de flujo con imágenes Image Stream Mark II (Amnis, USA), la cual permite diferenciar
poblacionalmente y por localización espacial en la célula los cambios de pH. 
Como se ha mencionado anteriormente, existen importantes diferencias entre el ratón, el modelo más
estudiado en el campo de la reproducción, y el humano respecto a la regulación de pHi y Em. En
nuestro  trabajo  pueden  verse  interesantes  paralelismos  y  diferencias  entre  ambos  modelos.  En
principio existe una diferencia metodológica importante que es la obtención de la muestra. Cuando se
trabaja in vitro, los espermatozoides de ratón provienen del epidídimo, donde la [HCO3-]e es ~ 2-4 mM
(Okamura  et  al.,  1985) y  la  [Na+]e es  ~ 30 mM  (Hinton  et  al.,  1981).  En este modelo,  la  primera
exposición  a  alta  concentración  de  HCO3– (~25  mM)  ocurre  cuando  se  los  enfrenta  al  medio
capacitante.  Sin  embargo,  los  espermatozoides  humanos  provienen  de  un  eyaculado.  La  primera
exposición a altas concentraciones de HCO3– ocurre por el contacto con el PS donde la concentración
de HCO3– es ~25 mM  (Vishwakarma, 1962) y la de [Na+]  ~ 102-143 mM (Owen, 2005).  En base a
nuestros resultados, postulamos que los espermatozoides humanos y de ratón realizan el transporte
inicial de HCO3– a través de los cotransportadores NBC. Curiosamente, si bien el transporte inicial de
HCO3– parece conservarse al menos en estas dos especies, los siguientes pasos moleculares río abajo
de NBC son distintos. En el capítulo 2 mostramos que el CFTR es esencial para la captación sostenida
de HCO3– que conduce al incremento de la pPKA y la pY. Por el contrario, la inhibición de CFTR no








el transporte sostenido de  HCO3–  ocurre a través de transportadores de NKCC  (Wertheimer  et al.,
2008).  A  su  vez,  los  inhibidores  de  NKCC  como  la  bumetanida  no  afectaron  la  pY  en  los
espermatozoides humanos. En el  capítulo 3 mostramos que la disminución de la [Na+]e durante la
capacitación provoca la despolarización del Em en los espermatozoides humanos. En los de ratón
ocurre lo contrario (Hernández-González et al., 2006), indicando que el proceso de regulación del Em
mediado por Na+ es distinto entre ambas especies. Las diferencias en las vías de señalización y el
funcionamiento  de  canales  en  distintas  especies  fue  señalada  en  este  último  tiempo  con  mayor
intensidad  en  nuestro  campo  de  estudio  (Miller  et  al.,  2015).  Incluso  se  ha  destacado  que  es
fundamental el estudio de las vías de señalización siguiendo una estrategia de investigación vertical en
cada especie  (Kaupp y Strünker, 2017).  Actualmente nuestro grupo se encuentra trabajando en dos
especies en paralelo (humano y ratón) para dilucidar los mecanismos de regulación del pHi y el Em en
la  capacitación.  También colaboramos con  grupos  que  utilizan  modelos  de espermatozoide  ovino,
bovino, equinodermo y equino que contribuyen a nuestro entendimiento de estos fenómenos en otras
especies.
Como perspectiva futura, creemos que desde la investigación básica que se realizó en este trabajo,
podría contribuir  al  desarrollo de blancos no hormonales para la anticoncepción,  el  diagnóstico de
infertilidad y la mejora de las técnicas de fertilización asistida. Siendo que cerca de un 30% de los
hombres infértiles desconoce la causa de su infertilidad (Esteves et al., 2012), y teniendo en cuenta la
elevada frecuencia de mutaciones de CFTR, pensamos que el estudio de los mecanismos moleculares
que implican la actividad del CFTR durante la capacitación podría ser fundamental para entender las
causas  de  la  infertilidad  masculina,  desarrollar  nuevos  métodos  diagnósticos  y  aportar  al  consejo
genético en parejas infértiles.  Si bien >95% de los pacientes con fibrosis quística son infértiles por
ausencia bilateral del  vas deferens, los heterocigotas (CFTR -/+) son asintomáticos y no presentan
ausencia de este conducto. A partir de este trabajo proponemos que por la menor expresión de CFTR








que son un interesante blanco de estudio a futuro. De hecho, se observó previamente (Schulz et al.,
2006) que la frecuencia de heterocigosidad para mutaciones del CFTR fue dos veces más alta en una
población de hombres infértiles que para la población general. En este momento colaboramos con el
Hospital Carlos G. Durand de la Ciudad de Buenos Aires en el desarrollo de un protocolo de estudio
con el fin de correlacionar los datos de frecuencia de mutaciones de CFTR con la infertilidad masculina
Por otra parte, en este trabajo demostramos la recuperación de la inhibición farmacológica de CFTR
sobre parámetros fundamentales para la fecundación mediante la incubación de análogos permeables
de AMPc. Proponemos en un futuro el uso de este fármaco con la intención de mejorar el éxito de
técnicas de fecundación in vitro en pacientes con defectos en el funcionamiento de este canal. También
esperamos que a partir de los estudios realizados con los factores decapacitantes del  PS, podamos
contribuir en un futuro  el desarrollo nuevos métodos anticonceptivos. El estudio e identificación de
péptidos  que  inhiban  la  capacitación  podría  establecer  las  bases  para  la  creación  de  un  método
anticonceptivo  contra  un  blanco  natural.  Dado  que  el  anticonceptivo  no  hormonal  ideal  debe  ser
seguro, reversible y con mínimos efecto adversos en otros tejidos u órganos, un péptido dirigido a
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ANEXO.1 Las proteínas del PS afectan el pH y el Em, mientras que el péptido sintético del 
fragmento de Semenogelina-2 no afectó estos parámetros.  A Espermatozoides humanos se 
incubaron en medio CAP en presencia de πPS y en presencia o ausencia de dbAMPc 1mM y 
IBMX 0.2 mM . Posteriormente, se procesaron alícuotas de cada condición mediante 
citometría de flujo para evaluar pHi con la sonda BCECF-AM . La adición de dbAMPc 1mM y 
IBMX 0.2 mM no rescató la acidificación producida por las  πPS. Se muestran los histogramas 
del porcentaje del máximo (% Max) frente a BCECF de espermatozoides no teñidos para IP. B 
Las mismas condiciones que en A se procesaron y  mediante citometría de flujo se evaluó el 
Em con la sonda DiSC3(5). La adición de dbAMPc 1mM y IBMX 0.2 mM (línea de puntos) no 
rescató la despolarización producida por πPS. C y D Los espermatozoides humanos se 
incubaron en medio CAP en presencia de distintas concentraciones de péptido ( 0 - 100 μM). 
Posteriormente, se procesaron alícuotas de cada condición mediante citometría de flujo para 
evaluar Em con la sonda DiSC3(5) y el pH con la sonda BCECF. La presencia del péptido 
fragmento de semenogelina-2 no causó cambios en el pHi ni el Em con respecto a la 
condición control.
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